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Abstract 
Routine  use  of  topical  antimicrobial  agents  has  long  been  considered  a  prophylactic  treatment  to 
mitigate the spread of  infection and disease.   Intrinsic biocidal activities have already been established 
for many of these  ingredients; however, clinical effectiveness  is also determined by the delivery of the 
bioactive to the therapeutic sites of action.   This study evaluates the mass transport of zinc pyrithione 
(ZnPT),  a  broad‐spectrum  antimicrobial  agent, within  the  skin  as  it  relates  to  topical  bioavailability, 
biocidal efficacy, and dermal risk assessment.   
Using  a novel molecular  imaging method,  the  spatial  and  temporal distribution of  residual  ZnPT 
concentrations on the skin surface, compared to amounts penetrated, was measured.  Lateral diffusion 
coefficients  and  transverse  fluxes were  quantified  for  clinically  relevant  depositions.    Both  transport 
processes  are  expected  to  be  important  determinants  of  topical  bioavailability  by  modifying  the 
proximity  of  the  biocide  to microorganisms  localized  in  the  upper  stratum  corneum  layers  and  hair 
follicles.    Formulation  and  sebum  effects  on  ZnPT  dissolution, molecular  speciation  and  subsequent 
lateral and transverse diffusion were evaluated. 
ZnPT depositions at  levels below and above  the estimated  saturation dose  in  the upper  stratum 
corneum  distinguished  between  diffusion‐limited  and  dissolution  rate‐limited  kinetics.    Lateral  and 
transverse  transport of  [14C] associated with ZnPT were  formulation‐dependent.   The presence of zinc 
carbonate reduced the solubility and dissociation of ZnPT.  This resulted in significant reductions in the 
lateral  diffusivity  of  ZnPT  dosed  from water  and  1%  soap  solutions.    Lateral  transport  of  ZnPT was 
unaffected by  zinc  carbonate when deposited  from a 1% body wash  solution.    Sebum was  shown  to 
significantly increase the permeation of ZnPT dosed from aqueous suspensions and also potentiate the 
lateral transport of reference compounds, caffeine and testosterone, on skin.   However, the observed 
sebum  enhancement  effect  was  not  observed  for  the  lateral  transport  of  ZnPT.    This  suggests  an 
ii 
 
additional sebum effect may be specific to ZnPT which could be explained by its propensity to undergo 
molecular transformations. 
High  lateral  to transverse diffusion ratios signify that ZnPT  is able to migrate  laterally on  the skin 
surface to exert biocidal activity prior to temporal reductions  in the topically available concentrations.  
This research advances our understanding of  formulation and sebum effects on the mass transport of 
ZnPT so  that antimicrobial  formulations can be optimized  to maximize  therapeutic effectiveness.   We 
conclude  that  these  results also enhance  the  characterization of microtransport processes within  the 
stratum  corneum  lamellae  so  that  computational models  can  be  refined  to  provide more  accurate 
estimates of lateral and transverse transport.        
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1 Introduction 
1.1 Background and Significance 
The skin is the human body’s largest organ.  It functions as an interface to the environment to perceive 
sensory  stimuli  and  provide  a  formidable  barrier  to  infection,  dehydration, UV  radiation, mechanical 
stress, and chemical exposures.  The uppermost layer of skin, the stratum corneum (SC), provides most 
of the barrier properties, whereas all skin layers are involved in the maintenance of barrier homeostasis.  
SC  lamellae  consist of an  intricate network of  lipid bilayers densely packed between keratinized  cells 
(corneocytes) to provide diffusive resistance to external xenobiotic entry and internal water loss [1, 2].  
Transport of chemicals through the SC barrier is governed by the integrity of the cellular and paracellular 
matrices  as  well  as  the  physicochemical  properties  of  the  permeant  including  molecular  size, 
lipophilicity,  charge  state, and  solubility parameter  [3, 4].   The propensity of  some  compounds  to be 
retained in or on the SC after product application and rinsing is denoted as substantivity.  Substantivity is 
particularly  important  to  the  efficacy  of  topically  administered  sunscreens,  insect  repellants,  and 
antimicrobial agents.   Percutaneous absorption  is  the  subsequent permeation of  the dissolved  solute 
through the epidermal and dermal layers of the skin into the systemic circulation.  While this process is 
essential  to  transdermal  drug  delivery,  opposing  objectives  exist  for  cosmetic  and  dermatological 
formulations.    In  these  products,  sustained  skin  penetration  is  required  to  maintain  target 
concentrations within the skin and minimize systemic exposure.  The primary objective of this research 
project was to evaluate the transport of zinc pyrithione (ZnPT), a broad‐spectrum antimicrobial agent, 
on  and within  the  skin  in  order  to  better  understand  its  topical  bioavailability,  biocidal  efficacy  and 
systemic exposure.   
ZnPT, CAS No. 13463‐41‐7,  commercially  known as  zinc omadine,  is a organometallic  compound 
comprised of a central zinc(II) ion coordinately bound to two bidentate pyrithione ligands.  ZnPT is FDA 
approved  for  the  treatment of  two closely related skin conditions, dandruff and seborrheic dermatitis 
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[5], that collectively affect approximately half of the adult population [6].  Commercialization of ZnPT as 
an anti‐dandruff active first occurred in 1964 when The Procter & Gamble Company incorporated it into 
the Head & Shoulders® line of hair care formulations [5], of which the shampoo has become the #1 most 
sold brand worldwide [7]. Since then, ZnPT has become one of most widely used and efficacious anti‐
dandruff actives in OTC hair care formulations [8‐10].  Early conjectures held that the clinical resolution 
of dandruff following ZnPT treatment resulted from the normalization of the SC ultrastructure including 
reduced  cell  turnover  [9,  11]  and/or  sebum  production  [9].   While  these  postulated mechanisms  of 
action apply to the symptoms of dandruff and plausibly extend ZnPT utility to the treatment of psoriasis 
[12, 13], more  recent  therapeutic strategies  for ZnPT  target  the most  recognized etiological  factor  for 
dandruff  –  the  excessive  colonization  of Malassezzia  globosa  [14‐17].   Malassezzia  are  fungi  in  the 
family  of  yeasts  that  are  ubiquitous  to  the  human  skin  microbiome  [16].  However,  in  susceptible 
individuals their overgrowth and extracellular  lipase activity  initiate an  inflammatory cascade of events 
responsible  for  the symptoms of dandruff  [15], e.g.  itching, erythema, skin  flaking and dryness.   ZnPT 
has proven to be a potent antimycotic agent that controls the skin population of Malassezzia and other 
fungi responsible for dermatophyte infections [18], e.g. tinea versicolor [19] and pityrosporum folliculitis 
[20].    Accordingly,  clinical  studies  have  shown  that  the  antimycotic  activity  of  ZnPT  in  shampoo 
formulations correlates to antidandruff efficacy as demonstrated by significant reductions in flaking [10, 
21] and histamine levels [10].   
The pharmacology [22‐26] and toxicology [27‐32] of ZnPT has been reviewed on several occasions. 
ZnPT has a long history of safe use by humans, supported by independent regulatory evaluations [5].  In 
this  regard,  numerous  reports  exist  in  the  literature  regarding  the  disposition  of  ZnPT  and  other 
pyrithione  conjugates  following  administration  to  laboratory  animals  [27‐35].   Many of  these  studies 
have been performed to determine systemic exposure to pyrithione for use  in the risk assessment for 
topical  ZnPT  formulations.    These  studies  demonstrated  that  the  adverse  effects  observed  in  some 
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animals following oral or intravenous administration [32, 34, 36‐38] were not observed when ZnPT was 
topically administered to the skin [32, 35].  This outcome may be attributed to the low water solubility 
(5‐15 ppm [31]) and substantive skin disposition of ZnPT particles [27, 39‐41] with only small amounts 
permeating into the microcirculatory system [27‐30, 32].   
Molecular  ZnPT  exerts  its  primary  antimycotic  activity  via  transchelation  into  copper  pyrithione 
which  functions  as  an  ionophore  to  increase  copper  uptake  into  the  fungal  cells  and  subsequently 
inactivate  intracellular  iron‐sulfur cluster proteins [22, 26].   According to the Irving‐Williams series, the 
formation of copper pyrithione is favored over the zinc analog due to an increase in the charge transfer 
between the metal and thiolate functional groups [42].  This covalency effect allows the β‐HOMO‐LUMO 
gap to be smaller thereby providing shorter bond  lengths and a more stable chelate compared to  the 
zinc‐thiolate bond which is dependent on its electrostatic interactions for stability [42]. The stronger the 
coordination  complex,  the  more  potent  the  biocidal  activity  [43,  44].    Copper‐mediated  growth 
inhibition has also been shown  to be a biocidal mode of action against gram‐negative  [45] and gram‐
positive [46] bacteria.   In this regard, ZnPT has proven to be a potent antibacterial agent [47‐49].   This 
broad‐spectrum biocidal activity, combined with  its  long history of safe use  in shampoo  formulations, 
makes ZnPT a  strong candidate  for use as  the bioactive  ingredient  in  skin antiseptic products  such as 
antimicrobial hand washes [47, 48] and deodorant body washes.   
Routine use of topical antimicrobial agents has long been considered a useful treatment to mitigate 
the spread of  infection and disease.   While the detergent action of soap and water alone  is capable of 
physically removing dirt and dislodgeable microbes from the skin surface [50], persistent activity against 
infectious pathogens may be achieved with  topical antimicrobial agents  that are  retained on  the  skin 
surface [39, 40].  However, a mounting body of evidence has shown that triclosan and triclocarban, the 
two most prevalent  topical biocides used  in consumer hand and body  soaps, may be associated with 
potential health risks including cross‐resistance to antibiotics [51‐54] and endocrine disruption [55, 56].  
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Additionally,  several  gram‐negative  bacteria,  e.g.  P.  aeruginosa    [57,  58],  have  been  found  to  be 
intrinsically  resistant  to  triclosan while  other  common  pathogens,  e.g.  E.  coli  and  S.  aureus  [59‐61], 
acquire plasmids and transposons that impart reduced antimicrobial susceptibility.  Of 33 antimicrobial 
agents  tested  in  the  presence  of  endogenous  sebum,  triclocarban  showed  the  highest  degree  of 
inactivation  of  biocidal  activity;  the  activity  of 
ZnPT  in this study was unchanged [62].   ZnPT has 
potential  use  as  a  replacement  for  triclosan  and 
triclocarban  to  provide  potent,  broad‐spectrum, 
and  persistent  antimicrobial  activity  on  skin  (Fig. 
1.1) [20, 47‐49].  Multiple biocidal modes of action 
may be operable  for  ZnPT  including  inhibition of 
membrane  transport  [24],  membrane 
depolarization [23] and/or  increased transcription 
of  iron  regulon  via  iron  starvation  [25]  or 
decreased  activity  of  iron‐sulfur  cluster  proteins 
[22,  26].    In  light  of  this  complexity,  it  seems 
unlikely  that  reduced  antimicrobial  susceptibility 
will develop  for ZnPT.   Zone of  inhibition  studies 
performed by  the  sponsors of  this  research  (The 
Procter & Gamble Company, Cincinnati, OH) have 
demonstrated the robust biocidal activity of ZnPT 
against  E.  coli  compared  to  triclocarban,  which 
was  inactive against  the microorganism  (Fig. 1.2).  
To  date,  only  one  research  group  has  published 
A
B
Figure  1.1.  Data  for  (A)  the  potent  biocidal  activity  of  ZnPT
against bacteria,  yeast and  fungi as well as  (B)  the persistent
biocidal  activity  of  ZnPT  compared  to  the  fast‐acting  biocidal
activity of alcoholic hand rubs containing ethanol [48].
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Figure  1.2.  Zone  of  inhibition  study  demonstrating  E.  Coli 
resistance  to  trichlocarban  (TCC,  left)  compared  to  the  robust 
biocidal activity of ZnPT (right).  Photo is courtesy of P&G.   
data  demonstrating  a  reduced  antimicrobial 
susceptibility to ZnPT treatment.   Abdel‐Malek et 
al.  [63]  indicated  that  P.  aeruginosa,  a  common 
nosocomial  pathogen,  developed  a  reduced 
susceptibility  to ZnPT  that had been dissolved  in 
dimethylformamide  (DMF).    However,  DMF  is  a 
solvent  known  to  increase  the  oxidation  rate  of 
thiols  [64],  therefore  the MIC  values  that  were 
measured  in  that  study  could  have  been  for 
dipyrithione instead of ZnPT.  According to a 2013 
proposed  rule  by  the  FDA  [65],  controlled 
experimental studies are needed  to elucidate  this potential  for  reduced antimicrobial susceptibility  to 
ZnPT  and  other  antimicrobial  agents.    Additional  data  sets  demonstrating  superiority  of  topical 
antimicrobials  over  non‐antibacterial  soap,  maximum  absorption  scenarios,  and  concentration 
distributions in skin are warranted in order to justify the use of OTC skin antiseptic agents [65].  Further 
objectives  for  this study are  to generate data  for ZnPT  to  fill  in  the  latter  two knowledge gaps and  to 
determine factors that influence its mobility in skin. 
In addition to the intrinsic biocidal activity, the clinical efficacy of ZnPT as a skin antiseptic agent is 
dependent on  the delivery of  the bioactive molecules  to  the  therapeutic  sites of action.   The  topical 
bioavailability of ZnPT is postulated to be related to the proximity of the slowly‐dissolving to pathogens 
in  the  interfollicular  SC  [40]  and  follicular  infundibulum  [10,  39,  66]  (Fig.  1.3).    Ideally,  the  spatial 
distribution of ZnPT particles would mirror  that of  the microorganisms.   Alternatively, dissolution and 
mobility of ZnPT on the skin surface should allow  it to exert biocidal activity prior to desquamation or 
the physical removal of the material.  Compared to triclocarban, ZnPT formulations have been shown to 
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Figure  1.3.  Localization  of  microorganisms  (arrows)  in  skin.    (A)  Scanning  electron  micrograph  (x  2,700  magnification)  of 
Malassezzia on and between the scales of the uppermost layer of corneocytes [67]; (B) cross‐sectional view of a skin biopsy from 
a patient with pityriasis versicolor showing Malassezzia (navy globules) within the SC layers [68]; (C) in vivo confocal micrograph 
showing Malassezzia yeasts “Y” localized in a hair follicle “H” surrounded by corneocytes “C” [69].  
deposit and retain higher concentration of the biocide on the scalp of humans  in vivo  independent of 
surfactant composition [40].  Similarly, an autoradiographical study demonstrated that a majority of the 
ZnPT that was topically deposited on guinea pigs from a shampoo formulation was localized within the 
therapeutic  target  sites  of  the  SC  and  hair  follicles  whereas  triclocarban  exhibited  transepidermal 
penetration  [39].   Sebum was  shown  to  increase  the  solubility of ZnPT and also  its  localization  in  the 
follicular  infundibulum  [39],  the  micro‐recessed    area  of  the  skin  where  recolonization  of 
microorganisms  is  known  to  occur  [66].   More  recently,  the  incorporation  of  zinc  carbonate  into  a 
coacervate shampoo formulation was shown to reduce particle agglomeration and potentiate follicular 
delivery  [10].    Transverse diffusion  through  the  skin  could  reduce  ZnPT  efficacy  and  implicate  safety 
concerns  by  reducing  the  topically  available  concentration  and  increasing  the  systemic  load, 
respectively.  Increased lateral diffusion within the SC, on the other hand, has the potential to improve 
the topical bioavailability of ZnPT by facilitating mass transport to the microanatomical locations of the 
microorganisms.   Both  lateral and  transverse  transport of  ZnPT are anticipated  to be  functions of  its 
propensity  to  undergo molecular  transformations  in  the  formulation  or  on  the  skin  via  dissociation, 
oxidation,  transchelation  [70], or  ligand exchange mechanisms  [71].   These  chemical  reactions would 
yield  pyrithione  species with  reduced  biocidal  potencies  compared  to  ZnPT  [22,  72,  73].    Pyrithione 
A  B  C
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species  would  also  exhibit  variable  physicochemical  properties  which  could  modify  topical 
bioavailability.      Zinc  carbonate  has  proven  to  enhance  the  biocidal  activity  of  ZnPT  [10].    This 
enhancement was  suggested  to  result  from  improved  ZnPT  bioavailability  by maximizing  the  spatial 
delivery  of  particulates  [10]  or  by  decreasing  the  dissociation  of  the metal  complex  according  to  Le 
Chatelier’s  principle  [6,  10,  66,  73].      In  order  to  optimize  the  clinical  performance  of  ZnPT,  it  is 
imperative  to  understand  how  formulation  influences  the  molecular  speciation  and  subsequent 
interactions of the antimicrobial with the skin surface.  Some insights into these processes can be gained 
by  establishing  the  spatial  and  temporal  distribution  of  residual  concentrations  on  the  skin  surface 
compared to amounts that have permeated the skin.  
1.2 Topic of Dissertation and Motivation 
ZnPT has had  a  long history of  safe  and efficacious use  as  a  topical  antimicrobial  and  antiseborrheic 
agent,  yet many of  the details  regarding  these activities are  incompletely understood.   Research has 
shown  that  adequate  deposition  and  substantivity  of  ZnPT  particulates within  the  SC  and  follicular 
infundibulum must occur after product use for effective skin antisepsis [10, 21, 40].  It is further thought 
that dissolution, chemical speciation and transport on the skin surface play a role in this activity and are 
influenced by endogenous sebum, yet there is little quantitative information regarding these processes.  
This study evaluated the effects of formulation and sebum on  lateral and transverse transport rates of 
carbon‐14 associated with ZnPT.   This  information will be used primarily  in  the design of  routine‐use 
antimicrobial hand  soaps  and/or deodorant body washes.   The  study  also  sheds new  light on  lateral 
diffusion in the SC that may facilitate the development of more accurate computational models.   
1.3 Hypothesis and Specific Aims 
Our central hypothesis  is  that  the mass  transport of ZnPT on skin  is a dissolution‐rate  limited process 
that  is  impacted not only by  the physiological  integrity of  the  SC barrier  and particle  size/coating of 
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ZnPT, but also by micro‐anatomical  factors and  formulation effects.   Additional considerations  include 
the impact of endogenous sebum, excipients in formulation (surfactants and zinc carbonate), and pH on 
the magnitude of particulate dissolution,  speciation,  and  subsequent  anisotropic diffusion within  the 
tissue.  The influence of these factors on the skin disposition of ZnPT was evaluated in this research by 
addressing the following specific aims:  
I. Characterization  of  ZnPT  solubility  and  molecular  speciation  in  formulations  that  mimic 
consumer products. 
II. Quantification of  the  lateral  transport  coefficients  for  ZnPT,  as well  as  reference  compounds 
caffeine and testosterone, in isolated human SC. 
III. Elucidation of the impact of formulation, pH, excess zinc carbonate, and an artificial sebum layer 
on ZnPT lateral diffusivity in skin. 
IV. Measurement of ZnPT percutaneous absorption  rates  in various  formulations  in  the presence 
and absence of an artificial sebum layer. 
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2 Literature Review 
2.1 ZnPT Skin Penetration Studies 
2.1.1 In vivo animal studies 
Numerous reports exist in the literature evaluating systemic exposures of pyrithiones in animal models 
for use in the dermal risk assessment of ZnPT [27‐35, 74].  The results of these studies demonstrate that 
the toxicity of pyrithiones is animal species dependent in some cases [32, 34, 75] and controlled by the 
route of administration as well as  the physicochemical properties of  the molecular pyrithione  species 
[32,  74].    Neuromuscular  toxicological  manifestations  (i.e.  hind‐limb  weakness  or  paralysis)  were 
observed  in  rats  and  rabbits when  ZnPT was  repeatedly  administrated  in  the  diet  [32].   Death was 
observed  in  the  rodents when  very  high  doses  of  ZnPT were  repeatedly  administrated  in  the  diet; 
however, subacute toxicity was not observed when ZnPT was administered directly into the stomach by 
a feeding tube [32, 74]. Ocular toxicological manifestations (i.e. loss of pupillary response/vision, retinal 
detachment) has been observed in dogs following oral or intravenous administrations of free pyrithione 
(HPT), sodium pyrithione  (NaPT) and ZnPT  [34]. A more  rapid onset of  the ocular  toxicological effects 
was  observed  in  dogs  for  HPT  doses  compared  to  ZnPT  [32].    However,  ocular  toxicities were  not 
observed  in  rodents  [74]  and monkeys  [34,  75].   Monkeys were  also  shown  to  insusceptible  to  the 
neuromuscular  toxicological  effects  observed  in  rodents  [32,  74].    Acute  oral  and  intraperitoneal 
toxicities in rodents indicate that ZnPT is more toxic than HPT and NaPT [74]. When administered orally 
or  intravenously,  all  pyrithione  conjugates  appear  to  be  rapidly  dissociated  to  release  HPT  [28,  76] 
and/or metabolized [76, 77] resulting  in the observed toxicological effects  in rodents and dogs [32, 34, 
36‐38].  However, these adverse effects were not observed following topical applications of ZnPT as long 
as  ingestion was prevented [32, 35].   This outcome reflects the ability of ZnPT to persist  in the SC and 
hair follicles [27, 39‐41] with only small amounts permeating into the microcirculation [27‐30, 32].   
As a topical antimicrobial agent, the retention of ZnPT particles on skin  is essential to therapeutic 
efficacy [40].  ZnPT has long demonstrated superior substantivity over other topical antimicrobials with 
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adequate persistence on  the  skin  following  rinse‐off depositions  from a variety of  surfactant vehicles 
[40] and shampoo matrices  [39, 41].   Deposition of ZnPT  from  these  formulations has been shown  to 
increase  the  residual  amounts of  ZnPT particles  retained on  the  skin  surface  three‐fold  compared  to 
aqueous suspensions alone [27].  On average, approximately 0.5% of the ZnPT dose that was deposited 
on skin was  retained  following  rinsing  [27].   This concentration was not easily  removed by successive 
washings due to chemical or physical adsorption to the skin and/or hair [41].  Retention of ZnPT on skin 
has  also  been  shown  to  increase  with  exposure  duration  [27,  29,  41].    However,  percutaneous 
absorption was independent of contact time [29].   
Taken  together,  the animal  studies  show  that  considerable  variability exists  in  the magnitude of 
percutaneous absorption for ZnPT (Fig. 2.1).  The amount of ZnPT that was considered to be systemically 
absorbed  in  these studies was  interpreted as  the amount excreted  in  the urine considering  this  is  the 
primary route of elimination [27, 28, 36, 78].  A majority of the ZnPT that was excreted occurred within 
Figure  2.1.  In  vivo percutaneous absorption  rates  of  ZnPT deposited  (A)  on  the  skin  of different animal  species and  (B)  from
different  formulations using the same data points as Panel A.   The amount absorbed  is considered to be the amount that was
collected in the urine. Linear regression is plotted if the slopes in the dose response curves were significantly less than zero. 
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the  first 24 hours post‐treatment  [29, 78].   However,  the duration of  two of  the studies was only 6‐8 
hours  [27, 28] and may have missed concentrations excreted  later,  therefore  the  results presented  in 
Fig.  2.1  are  normalized  to  percent  of  dose  absorbed  per  hour.    Statistical  evaluation  of  the  data 
presented  in Fig. 2.1  is complicated by the  low number of replicates used  in each study and dissimilar 
exposure conditions (e.g. species, ZnPT concentration, and formulation).  A significant dose dependency 
(p < 0.05) can be detected  from  the  results  reported by Gibson and Calvin  [29]  for  the percutaneous 
absorption rates of ZnPT deposited onto monkey skin from three different formulations. However, the 
data  generated  by  Howes  and  Black  [30]  showed  that  the  percutaneous  absorption  rate  of  ZnPT 
deposited onto rat skin from shampoo remained relatively constant as the dose was increased from 12.8 
to 230 µg/cm².  In this regard, the Howes and Black data set [30] can be compared to the four replicates 
of  the  40 µg/cm²  ZnPT  dose  from  the Gibson  and  Calvin  study  [29]  using  a  t‐test.    This  comparison 
revealed  that  the  aqueous  suspension  containing  0.1%  surfactant  permeated  the monkey  skin more 
rapidly  than  the  rates observed  for shampoo applied  to  rat skin  (p < 0.01).   Formulation effects  likely 
explain this difference considering monkey skin closely resembles human skin which  is  less permeable 
than  rat  skin  [79].   Although a nearly 10‐fold  increase  in absorption was observed  in  the Gibson and 
Calvin study when the shampoo contained an exaggerated surfactant concentration [29], this difference 
was  insignificant  (p  =  0.4).    More  data  are  required  to  elucidate  formulation  effects  on  ZnPT 
permeability.  
Animal studies suggest that ZnPT dissociates and reacts further during transport through the skin.  
In  vitro  studies  in  rabbits  and  rats  using  ZnPT  labeled with  a  central  65Zn  ion  and  14C  or  35S  on  the 
bidentate pyrithione  ligands demonstrate  that  small or negligible amounts of  zinc permeate  the  skin 
relative to the carbon or sulfur moieties [27, 28]; thus, permeation may be  largely associated with the 
organic  portion  of  the molecule.   However,  both  of  these  studies  reported  ZnPT  permeation  as  the 
amount excreted  in the urine whereas a 30‐fold  increase  in the amount of the radioactivity associated 
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with  [65Zn]ZnPT was  found  in  the  feces  relative  to urinary amounts  in  the Okamoto et al.  study  [27].    
Furthermore,  the  exposure  conditions  for  the  topically  applied  [65Zn]ZnPT  and  [35S]ZnPT  dose 
substantially differ  in  the Okamoto et al.  study  (e.g. dose amount, animal  species,  collection period); 
thus, more  reliable measurements  are warranted  using  the  two  radiolabels  to  elucidate  permeating 
pyrithione  species.    Free  pyrithione  is  expected  to  traverse  through  the  skin more  rapidly  and  to  a 
greater extent than ZnPT based on its smaller molecular size [3].  In this regard, a three‐fold increase (p 
< 0.001) in skin permeation (Fig. 2.2) was exhibited  for the 1:1 sodium salt of free pyrithione compared 
to the intact 1:2 ZnPT coordination complex for identical exposure  conditions [30].  Unlike NaPT, ZnPT is 
poorly  soluble  in water and  is deposited on  the  skin as  slowly‐dissolving particles.   Mass  transport of 
ZnPT on the skin is therefore likely to be dissolution rate‐limited for doses that exceed its low solubility 
in  the upper  SC. Collectively,  a 28‐fold  increase  in permeability was observed  for NaPT  compared  to 
ZnPT when comparing the median values of data pooled from multiple studies (Table 2.1).  
 Figure 2.2. Comparison of the percutaneous absorption rates of ZnPT and NaPT through in vivo rat skin. Data is from Ref (30).
13 
 
2.1.2 In vitro human studies 
Although animal percutaneous absorption data can be used to estimate the upper limits of absorption in 
human  skin,  in vitro human  skin  studies provide more accurate assessments of permeability  [79, 80].  
One study (Study 1 in Table 2.2) demonstrated this by comparing the in vitro skin permeability of ZnPT 
applied  to  rat  and  human  skin  from  an  aqueous  1%  carboxymethylcellulose  solution  (CMC)  ([81], 
available  in  [31]).   A 10‐fold  increase  in  total  absorption was observed  for  the  rat  skin  compared  to 
human skin, when total absorption was calculated as the sum of the amount collected  in the receptor 
compartment, viable epidermis and dermis.  This 10‐fold increase is typical when comparing in vitro skin 
absorption data for these two species and has been suggested as a correction factor to adjust rat data 
(Section 2.1.1) for use in human dermal risk assessments [82].   
The  in  vitro  skin  penetration  of  ZnPT  for  clinically  relevant  exposures  to  hair  care  formulations 
(shampoo and/or leave‐on tonic) or a simple 0.1% surfactant solution are also shown in Table 2.2 (Study 
2  [83]and Study 3[84]).   As  shown  in Fig. 2.3 and evaluated by a  t‐test, ZnPT permeability was  lower 
when  dosed  from  formulations  that  did  not  contain  surfactant  compared  to  those  that  did  contain 
surfactant  (p  <  0.01).    This  result may  be  attributed  to  the  deposited  ZnPT  being  in more  intimate 
contact with the skin surface and available to diffuse when dosed from surfactant suspensions.   When 
dosed from the leave‐on formulation, ZnPT would have likely had to diffuse through the deposition film 
to  reach  the  skin  surface  prior  to  permeating  through  the  tissue.    Non‐linear  regression  revealed 
  Absorptiona,  
total % in Urine 
Dosea,  
µg/cm² 
Collection Timea, 
Hour  
n  References 
ZnPT (1:2 Chelate)  0.011‐4.4 (0.047)  12.8‐7770 (94)  8‐312 (144)  20  [27‐30] 
NaPT (1:1 Salt)  0.051‐10.7 (1.3)  10‐920 (67)  0‐264 (48)  19  [30, 33] 
a Data indicate the range of values (median). 
 
Table 2.1 Cumulative data set comparing the in vivo percutaneous absorption of ZnPT to NaPT in laboratory animals.
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significant  dose  dependencies  for  ZnPT  absorption when  dosed  from  formulations with  and without 
surfactant (p < 0.05). 
Table 2.2. In vitro percutaneous absorption of ZnPT following a 24 hour collection period.   
 
 
    Dose  Cumulative  Absorption 
    (µg/cm²)                       (%)  (µg/cm²) 
  Formulation    Receptor  
Fluid 
Receptor Fluid 
+ Skin 
Study 1a           
Human  1% CMC  101  0.02  0.76b, 1.3c  0.77b, 1.3c 
Rat    101  1.1  7.8b, 9.3c  7.9b, 9.3c 
Study 2d           
Human  0.1% Surfactant   0.64  19.7  34.4e  0.22 
    1.2  10.8  24.4e  0.29 
    11.7  3.1  16.5e  1.9 
    103  0.37  15.7e  16.2 
  1% Shampoo  0.75  8.4  14.7e  0.11 
  0.1 % Tonic  5.7  1.1  1.9e  0.11 
  0.1% Tonic (No Silicone)  3.3  1.9  3.3e  0.11 
Study 3f           
Human  Dilute Shampoo  0.32  13.6  34.7e  0.11 
    0.69  9.9  25.2e  0.17 
  Shampoo + Leave‐on Tonic  0.87  8.9  23.3e  0.20 
    1.7  7.0  18.6e  0.32 
  Leave‐on Tonic  5.0  0.83  2.5e  0.13 
    17.7  0.36  1.2e  0.21 
    20.1  0.39  1.2e  0.24 
    30.5  0.43  1.2e  0.37 
  Shampoo + Leave‐on Tonicg  4.2  11.3  24.8e  1.0 
    7.0  9.3  23.1e  1.6 
a Ref [81] 
b Receptor fluid + viable epidermis + dermis 
c Receptor + viable epidermis + dermis + SC tape strips (6‐20) 
d Ref [83] 
e Receptor  + epidermis + dermis 
f Ref [84] 
g Repeat administration study (BID for 3 days) 
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2.1.3 In vivo human studies 
Two published clinical studies have evaluated the deposition, absorption and excretion of [14C]ZnPT for 
repeated administrations to the scalps and hands of human volunteers  ([85], available  in  [31]).     Both 
studies  evaluated  real‐world,  and  in  some  cases  exaggerated,  exposure  scenarios  to  ZnPT  containing 
hair products;  the  first study also evaluated  the skin disposition of ZnPT  in healthy and compromised 
scalps  (i.e.  severe  dandruff  or  seborrheic  dermatitis).    The  protocol  involved  four  daily,  10  gram 
applications of [14C]ZnPT containing shampoo that was subsequently rinsed‐off.  Some of the treatment 
regimens also  required  the volunteers  to apply 4 grams of  leave‐on  tonic onto  the cleansed hair and 
scalp 1‐3 times daily.  Urine excretion was collected daily for 5 or 7 days, for Study 1 and 2 respectively.  
Tape‐stripping  of  the  hands  and  scalp  revealed  that  deposition  did  not  increase  with  repeated 
application.  The total mass of ZnPT that was deposited (µg) was converted into mass coverage (µg/cm²) 
assuming a 420  cm2  surface area  for hands  [86] and 600  cm2  surface area  for  the  scalp  [87].   Mean 
absorption values are presented as the percent of applied dose excreted per hour (Panel A of Fig. 2.4) 
Figure 2.3. Summary of the ZnPT in vitro skin penetration data presented in Table 2.2 for (A) variable formulations (B) with and 
without surfactant. Non‐linear regression is plotted if the slopes in the dose response curves were significantly less than zero. 
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and the cumulative percent of dose excreted (Panel B of Fig. 2.4) for comparison to the  in vivo animal 
and  in  vitro  human  studies,  respectively.  Based  on  the  linear  regression  of  the  results  reported  by 
Gibson  and  Calvin  [29]  for  the  percutaneous  absorption  rates  of  ZnPT  deposited  onto monkey  skin, 
approximated  0.0073%  of  a  2  µg/cm²  dose would  permeate  per  hour.    This  absorption  rate  falls  in 
between the two in vivo rates observed for similar dose amounts, although as shown in Fig. 2.4, there is 
considerable variability  in these values.   Similar cumulative absorption values were obtained for the  in 
vitro (Fig. 2.3) and in vivo data (Fig. 2.4). 
Study 1 demonstrated that there was not a significant difference in the permeability of healthy and 
compromised skin; therefore these treatment groups were pooled to compare formulation effects.  Fig. 
2.4  plots  the mean  values  for  the  various  treatments  (n  =  10/treatment).    The  results  of  Study  1 
(squares) state that the excreted amounts of radioactivity were significantly higher when the  leave‐on 
tonic was applied after the shampoo was rinsed off.  While the lack of variance data prevents pairwise 
Figure 2.4. Mean absorption (n=10/treatment) of radioactivity associated with [14C]ZnPT applied onto the scalp (and hands) of
human subjects  [squares = Study 1 and circles = Study 2 (Ref. (85) available  in Ref. (31)]  in units of (A) cumulative percent of
dose absorbed per hour and (B) cumulative percent of dose absorbed. 
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comparisons of the two studies, nearly a 300 fold difference  in the absorption rate  is observed for the 
two doses around 2 µg/cm².  In Study 2 (circles), it was noted that amount of ZnPT deposited onto hair 
was approximately 5‐10  times higher  than  the concentrations  found on  the  scalp.   This  indicates  that 
most  of  the  dose was  not  in  intimate  contact with  the  skin  and would  therefore  be  unavailable  to 
partition  into the skin and be absorbed.   Urinary excretion was found to be significantly higher for the 
two largest ZnPT doses in Study 2 compared to the lowest dose.  
Collectively, 44.4 ± 9.1% of the deposited ZnPT dose was absorbed for the low doses used in Study 
1 and 0.19 ± 0.03% was absorbed for the higher doses that were applied  in Study 2 ([85], available  in 
[31]).    In Study 1, a PBPK model estimates 0.5% absorption based on a 3.43 µg/kg/d systemic  load for 
the 1% ZnPT concentration.  When the ZnPT concentration was increased to 2% in Study 2, the systemic 
load was increased to 4.66 µg/kg/d.  This value was increased by one standard deviation to 5.25 µg/kg/d 
for use in dermal risk assessment [31].  A margin of safety factor of 31.8 or 28.0 was calculated for 100% 
and 88% bioavailability, respectively [31].  Based on this analysis, the Scientific Committee on Consumer 
Safety considers ZnPT to be safe for topical use at concentrations up to 2% [31].  It is worth noting that 
the estimated 0.5% absorption was the value that was measured by Klassen [28] for [14C]ZnPT whereas 
only 0.002% absorption was measured  in  the  same  study using  the  [65Zn]ZnPT.   This  further  suggests 
that  ZnPT  does  not  permeate  the  skin  in  its  intact molecular  form  and  likely  dissociates  during  the 
percutaneous absorption process.   
In  one  study,  Wedig  and  Maibach  [88]  measured  the  human  in  vivo  skin  penetration  of 
dipyrithione,  an oxidation product of  ZnPT.    The  results of  this  study  showed  that  15  ±  4.3% of  a  4 
µg/cm² [14C]dipyrithione dose was absorbed when applied from methanol (n = 39) or a cream base (n = 
8)  [88]. However, when a 12 µg/cm² dose of  [14C]dipyrithione was applied  to  the scalps of volunteers 
from a shampoo (n = 8), absorption was reduced to 7.2% [88].  These results indicate that dipyrithione is 
capable of penetrating the skin approximately 80‐fold more than ZnPT when comparing the absorption 
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values for the 4 µg/cm² [14C]dipyrithione dose to the 2.3 and 5.5 µg/cm² [14C]ZnPT depositions in Study 2 
([85], available in [31]). While no skin penetration data are available for free pyrithione, it is expected to 
permeate the skin most rapidly of the three compounds due to its small size and high solubility.   
2.1.4 Knowledge gaps in ZnPT skin penetration data 
The available data from the ZnPT skin penetration studies are difficult to interpret due to the wide range 
of  exposure  conditions  and  lack  of  replication.    Skin  dispositions  vary  between  the  studies  due  to 
intrinsic  inter‐  and  intra‐species  variations  in  the  biophysical  characteristics  of  skin  [89]  as  well  as 
differences  in  experimental  protocols  (e.g.  vehicles/formulation,  dose  level,  study  duration)  and 
subsequent analysis of the data [90‐92].  For most compounds, percent absorption is inversely related to 
mass  coverage  over  a  certain  dose  range.    Therefore,  the  percent  absorption  that  is  presented  in 
Sections 2.1.1‐4  for  the wide  range of doses  is  a  relative  term  that  should be  interpreted  cautiously 
considering decreases in the efficiency of percutaneous absorption are expected as the dose is increased 
[93].   A majority of  the ZnPT doses used  in  the  in vivo animal studies and  in  the cited  in vitro human 
study  far exceeded clinically  relevant deposition amounts.   Considering  the  low solubility of ZnPT and 
that fact that only solubilized ZnPT will be absorbed, a majority of these doses are  likely to remain on 
the skin surface in crystalline form, unavailable for diffusion.  Therefore absorption was likely limited by 
the dissolution rate of ZnPT in the dried product film and/or on the skin surface.  In regards to the latter, 
the process  is expected  to be slow based on  the model‐derived  [94, 95] value of  the amount of ZnPT 
required to saturate the upper layers of the SC barrier (Msat = 0.011 µg/cm², calculated using Eq. 4.1).   
Once  solubilized,  molecular  ZnPT  is  governed  by  chemical  equilibria  between  associated  and 
dissociated components and prone to additional speciation reactions  in formulation or on the skin via 
metabolism  [76, 77], oxidation  [70],  transchelation  [70], or  ligand exchange mechanisms  [71].   These 
chemical  reactions  yield  solutes  with  varied  physicochemical  properties,  thereby  modifying  mass 
transport rates and topical bioavailability.  Wide variability in clinical performance has been observed for 
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different ZnPT containing shampoos [73] and may be attributable to these modifications in ZnPT activity 
and/or bioavailability.   Despite the extensive amount of data for ZnPT skin penetration  in animals and 
humans,  the  effect  of  formulation  on  transport  rates  has  not  been  unequivocally  determined.  
Furthermore, many of the earlier results were obtained using ZnPT deposited as large (~ 30 µm) crystals 
(J.F. Nash Personal Communication) and may be dissolution  rate‐limited  to a greater extent  than  the 
smaller (~ 2.5 µm) platelets that are currently used in most anti‐dandruff formulations [73, 96].   
The technical objective for current and new ZnPT formulations is to optimize the spatial distribution 
of ZnPT by depositing and retaining a high number of small, non‐aggregated ZnPT particles on the skin 
following rinsing.  The topical bioavailability and resultant biocidal activity of ZnPT is determined by the 
spatial and temporal proximity of the slowly‐dissolving particulates in relation to pathogens localized in 
the SC [40] and follicular  infundibulum [10, 39, 66].    In the early 2000s, the efficiency of ZnPT delivery 
from  shampoos  was  enhanced  by  modifying  the  size,  shape  [73]  and  surface  coating  [97]  of  the 
particulates  entrained  in  coacervate  formulations  [10,  66].    ZnPT  is  of  interest  as  a  routine  topical 
antimicrobial  agent  in  hand  and  body  washes  [47,  48].    There  is  a  suggestion  that  the  deposition 
efficiency can be higher for bar soaps and body washes compared to shampoo formulations (E.D. Smith, 
Personal Communication).   However, the ZnPT exposure  is much  lower  in the soaps and body washes 
due to  lower concentrations present  in the formulation (nearly 10 fold) and a  lower total dose on the 
body and hands (2 fold to 10 fold less consumption of the soap/body wash compared to shampoo) (E.D. 
Smith,  Personal  Communication).   While  a  high  level  is  needed  on  the  hands  for  the  quick  kill  of 
microorganisms,  lower  concentrations  are  needed  for  the  reduction  of  body  bacteria;  therefore  the 
active level deposited onto the body from soaps/body washes should be lower than hand soaps/washes 
to ensure product safety.  In this regard, more data are needed to assess formulation effects on the skin 
disposition of ZnPT deposited from soaps and synthetic surfactant solutions so that formulations can be 
optimized for their intended use.  
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2.2 Stratum Corneum Computational Models 
Computational modeling of the skin has become a valuable tool to predict the  intrinsic permeability of 
solutes  across  the  SC  and  underlying  tissue.   Along with  reducing  experimental  time  and  resources, 
these  models  promote  a  mechanistic  understanding  of  the  disposition  of  solutes  following  dermal 
exposure, revealing details associated with bioavailability, efficacy, and potential for systemic exposure.  
Seminal contributions  to quantitatively  interpret percutaneous penetration by mathematical modeling 
date back  to  the  1960s  from  the work of  T. Higuchi who  interpreted  drug  release  from  creams  and 
ointments in terms of Fick’s first law an thermodynamic activity [98].  Further development in this field 
was progressed by Blank and Scheuplein who  recognized  the SC as  the  rate‐limiting barrier  for solute 
permeation and established quantitative structure‐permeation relationships [2].   By the mid‐1970s the 
first microscopic transport models for the SC were developed by T. Yotsuyanagi and W. Higuchi [99] as 
well as Michaels et al.  [100] who  respectively characterized  the complex, biphasic microstructure and 
developed  a  two‐dimensional  theory  for passive diffusion.    Since  that  time  significant  improvements 
have  been made  to  calibrate  these  theoretical  frameworks with  data  that  identify  and  establish  the 
contribution of individual microscopic parameters on solute transport rates.   
In order for a SC permeation model to have optimum predictive power, an accurate characterization 
of the biphasic microstructure must be combined with precise estimations of the microphase transport 
properties [101].  The two‐dimensional brick‐and‐mortar geometry continues to be the preferred model 
membrane  to parameterize because  it  yields  the best barrier  to  solute permeability  and  affords  less 
computational costs  for numerical  simulation compared  to complex,  three‐dimensional versions  [102, 
103].  Solute structure‐permeation relationships [104], dose conditions [105], SC hydration [94, 95], and 
permeation  pathway  [106]  including  contributions  from  the  structural  characterization  of  both  the 
corneocytes  and  lipid  phases  [94,  95]  must  be  considered  in  the  models  to  make  accurate 
approximations of  skin permeability.    Inconsistencies between current SC models can be  found when 
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comparing the parameterization of these microphase transport properties [101].  In particular, three of 
the current SC models have strikingly different predictions for the rate‐limiting mechanism  involved  in 
the diffusion of skin permeants due to divergent assumptions regarding the corneocyte and lipid phase 
properties.  All three of these SC models have limitations; a review can be found in a 2014 book chapter 
by Kasting and Nitsche [101].  Current objectives for refinement and extension of the SC models involve 
deconvolution  of  macroscopic  transport  observations  by  directing  experimental  efforts  to  the 
biophysical characterization of targeted, phase‐specific microscopic properties.   
Permeation  kinetics  in  the  corneocytes  and  intercellular  lipids  differ  due  to  differences  in 
partitioning and diffusive resistance. Diffusion coefficients in corneocytes include factors to account for 
steric  hindrance  and  reversible  binding  [95].    Permeants  that  remain  unbound  will  traverse  the 
intercellular  lipids  in  two  directions,  transversely  and  laterally,  at  different  rates  due  to  the  intrinsic 
anisotropy of the multilamellar bilayers [94, 95, 101].  Some guidance in this area can be obtained from 
the biophysics  literature on phospholipid membranes.   Transverse partitioning of solutes  into the  lipid 
bilayers  is  constricted by  steric expulsion  from  the  interfacial headgroup  region  that  is  reinforced by 
hydrogen bonding and backed by highly‐ordered and dense aliphatic chain packing [107].   Restrictions 
for  solute  dynamics  become  more  relaxed  along  the  lateral  midplane  of  the  bilayer  where  the 
asymmetrical  inner  leaflets meet  and  the  depression  in  the  local  density  of  the  aliphatic  chains  is 
lowered  [107,  108].      This  density  decrease  leads  to  an  abrupt  decrease  in  free‐energy  to  enable 
cooperative,  segmental motion of  the  lipids  themselves  [107, 108] as well as  the  lateral  transport of 
solutes and water vacuoles that have become intercalated in the bilayer.  Consequently, mass transport 
rates  in the transverse direction would  incur more diffusive resistance than  in the  lateral direction due 
to  the  rate‐limiting  transbilayer  interchange  through  the  lipid  headgroup  regions  [94,  95,  101].  
Therefore,  lateral  diffusion  through  the  midplane  of  the  lipid  bilayers  is  likely  much  faster  than 
transverse diffusion [101] and is likely to be the primary transport mechanism for many skin permeants 
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that  do  not  undergo  transverse  diffusion  readily.   While  the  transverse mass  transport  rates  in  the 
microscopic SC models have been well characterized, the contribution of  lateral diffusion has received 
much less attention.   Accurate lateral diffusion coefficients are needed to enhance the characterization 
of this microtransport processes within the SC lamellae so that computational models can be refined to 
provide more accurate estimates of lateral and transverse transport.        
2.3 Lateral Diffusion Measurements in Skin 
Current theories describing the contribution of lateral diffusion to the overall permeability of solutes in 
skin  lack  calibration  with  accurate  experimental  data.    First  approximations  oversimplify  the 
multilamellar microstructure of the  lipid bilayers by calculating solute diffusivities  in  isotropic solvents 
[106,  108‐110],  phospholipids  [111‐114],  SC  extracted  lipids  [113‐115]  and  various  mixtures  of 
representative  lipids  [116,  117].      Structurally,  these  matrices  may  provide  biomimetic  models  for 
diseased  skin or penetration  enhancement of healthy  skin, but may not  reproduce  the dense  lateral 
packing  of  native  SC  lipid  bilayers  in  healthy  skin.    The  solute  transfer  energy  incurred  during  the 
dehydration of the surrounding water molecules and partitioning into an intact bilayer has been shown 
to be enthalpy driven process yet entropy contributions become dominant in bulk hydrocarbons [118].  
Variations  in  thermodynamic  behavior would  be  expected  for  phospholipids  and  SC  extracted  lipids 
when  considering  the  difficulty  in  reconstituting  the  correct  amphiphilic  orientation  and  midplane 
density of SC lipid bilayers.  While the incorporation of high concentrations (40‐50 mol %) of cholesterol 
can  increase  structural  rigidity, phospholipid bilayers  significantly  (p < 0.001) overestimate  the  lateral 
diffusion coefficients over a wide  range  (MW= 223‐854 Da) of molecular probes compared  to solvent 
deposited SC extracted lipids [114].   Furthermore, calculations reveal twice as much excess free energy 
inside phospholipid bilayers compared to SC lipid bilayers which serves as a likely explanation to why the 
SC  provides  three  orders  of magnitude  improvement  in  diffusive  resistance  to  water  compared  to 
plasma membranes  [119].   Assays  in  these matrices  typically  involve molecular dynamics  simulations 
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[111, 120‐122],  fluorescent  recovery after photobleaching  [113, 114], or  theoretically based analytical 
and numerical models [94, 95, 110] to derive lateral diffusivities.   
Ex vivo or in vivo assays can, in principle, provide more accurate measurements of lateral diffusivity 
in skin by preserving SC morphology and geometry.  This would account for the dense lateral packing of 
native SC lipid bilayers [123‐126] and enable solutes to partition into or diffuse around the corneocytes.  
Solute  interactions with  the  corneocytes were  neglected  in  the  early methods.    However,  they  are 
capable of affecting the mass transport rates of some hydrophilic and lipophilic compounds that bind to 
intracellular  keratin or  interact with extracellular proteins of  the  cornified  cell envelope,  respectively 
[127].  Several studies have evaluated the lateral transport of solutes in ex vivo [128‐134] or in vivo [135, 
136]  skin.    However,  many  of  these  studies  lack  spatial  resolution  [128‐131,  135,  136]  or  require 
fluorescent  derivatization  [132,  133].    Respectively,  diffusion  coefficients  cannot  be  calculated  from 
these studies or the mass transport rates that were measured were likely underestimated by increasing 
the size of the analyte with the fluorescent tag.  The most recent study performed by Zhang et al. [134] 
overcomes  these  limitations  by  using  high‐resolution  infrared  (IR)  spectroscopy  to  image  the  dose 
distribution  profiles  of  compounds  over  time  using  a  small  deuterium  tag.    Similarly,  the molecular 
imaging method developed in our study is a non‐destructive assay that can spatially resolve the analyte 
distribution profile in the plane of the skin surface at various incubation times.  It is our belief that our 
method,  combined  with  the  subsequent  data  analysis,  will  further  improve  the  mechanistic 
understanding  of  microtransport  processes  in  SC  and  characterize  the  role  of  lateral  diffusion  in 
macroscopic skin transport phenomena. 
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3 Characterization of ZnPT in Topical Antimicrobial Formulations 
3.1 Introduction 
The general picture of ZnPT deposition and antimicrobial action on the skin can be summarized by the 
following sequence of events: 
 
 
In  order  to  maximize  the  bioactivity  of  ZnPT  while  maintaining  product  concentration  at  the 
monographed level of 0.3‐2% for rinse‐off formulations [5]; the size, shape [73] and surface coating [97] 
of ZnPT particulates, as well as  their deposition on  skin, have been optimized.    It  is advantageous  to 
enhance  the  surface  coverage  of  ZnPT  by  depositing  and  retaining  a  high  number  of  small,  non‐
aggregated platelets on  the  skin  following  rinsing  [10].   While  colloidal ZnPT  is  chemically  stable,  the 
solubilized monomer is the bioactive molecule that needs to be available for activity against pathogenic 
microorganisms  [26].   The present study  is directed at characterizing the dissolution and speciation of 
ZnPT in the dose formulations used in the succeeding mass transport studies (Chapters 4‐6).   
Crystalline  state  ZnPT exists  as  a  rigid,  centrosymmetric dimer  (Panel A of  Fig. 3.2)  [137]  that  is 
commonly dispersed in complex aqueous‐based formulations due to its sparse solubility in water (5‐15 
 
Figure 3.2. Molecular structure of ZnPT in its (A) crystalline [137] and (B) solubilized form [138]. 
Deposition Dissolution Speciation Transport Uptake by Microorganisms
Percutaneous 
Absorption
Removal from 
SC Surface
A  B
Figure 3.1. Schematic describing the disposition of ZnPT on skin. 
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ppm) [31].  Dissolution of ZnPT into its monomeric form (Panel B of Fig. 3.2) can occur in the formulation 
or on  the  skin  surface via  scission of  the  two  centrosymmetric  zinc‐oxygen bonds  that  constitute  the 
inversion  center  of  the  unit  cell  [139].   Molecular  ZnPT  is  governed  by  chemical  equilibria  (Fig.  3.3) 
between associated and dissociated components and prone to oxidation or transchelation [70] as well 
as other molecular  transformations  including  ligand exchange  [71] and metabolism  [76, 77].    ZnPT  is 
relatively stable in the pH range 4.4‐9.5 [140, 141].  Above pH 9.5, the metal complex hydrolyzes to form 
zincate  species  (Zn(OH)nn−2)  and  ionized  pyrithione  ligands  (PT‐)  [140].    Below  the  acid  dissociation 
+ Cu2+ or Fe3+  
K1  
+ O2, Fe3+  
OH‐  
+                            2                  + Zn2+        K2  
Figure  3.3.  Solution  chemistry  of  ZnPT.    Proceeding  from  the  top,  left  (intact  ZnPT  monomer):  ZnPT  dissociates  into  free
pyrithione [which can interconvert between thione (bottom) and thiol (top) tatumers] and the intermediate ZnPT+ complex ion
(K1) prior to complete dissociation  into two pyrithione  ligands and a free zinc  ion (K2).   Free pyrithione  is readily oxidized  into
dipyrithione which can be further oxidized into sulfate and/or sulfonated products of pyrithione (bottom, right).  Transchelation
can occur in the presence of copper or ferric ions (bottom, left) to form stronger coordination complexes according to the Irving‐
Williams series. 
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constant (pka = 4.4, [141]), ZnPT dissociates into pyrithione ligands and zinc ions.  Free pyrithione exists 
as two tautomeric forms, 1‐hydroxypyridine‐2‐thione and 2‐mercapto‐pyridine‐N‐oxide [142].  Analytical 
work utilizing UV and IR spectroscopy [143] or difference Fourier maps [142] indicate that the thione is 
the predominant  tautomer.   Free pyrithione  is sensitive  to chemical and photo‐oxidation mechanisms 
rendering dipyrithione (PT2).  Further oxidation yields sulfonated and/or sulfated products of pyrithione 
via alkaline decomposition.   These species have been found  in ZnPT containing soaps that are exposed 
to an oxidative environment (E.D. Smith personal communication).   Reactive oxygen species generated 
by  inflammation  and/or  ultraviolet  light  provide  in  vivo  sources  of  redox  potential  in  skin  [144]  to 
facilitate  formation of  the disulfide.   Exposure  to atmospheric oxygen,  capable of  reaching depths of 
0.25‐0.4 mm  in  the dermis  [145], and  ferric  (Fe3+)  ions, produced  from  the  reduction of  ferrous  (Fe2+) 
ions by iron oxidizing bacteria [146], could also oxidize free pyrithione into the disulfide.  Transchelation, 
whereby  the  central  zinc atom  is exchanged with another metal,  is  likely  in  the presence of  cuprous 
(Cu2+)  or  ferric  (Fe3+)  ions  [70].    The  propensity  for  this molecular  transformation  is  related  to  the 
formation of a stronger coordination complex due  to decreased  ionic  radii and shorter covalent bond 
lengths  [42].   This  is the result of an    increase  in the effective nuclear charge of the central metal  ion 
facilitating maximum orbital  interactions between  the metal and  thiolate  [42].   As  shown  in  Fig. 3.3, 
intermediate complex ions containing one bidentate pyrithione ligand and one divalent metal cation can 
be  formed  during  metallization.    One 
study  reports  the  formation  of  a  mixed 
ligand  product  for  ZnPT  whereby  the 
ZnPT+  complex  ion binds  to  a  free  amino 
acid  in  solution  or  one  of  the  pyrithione 
moieties of the ZnPT2 chelate is exchanged 
for  another  ligand  (Fig.  3.4,  [71]).  
Figure 3.4.  Example of a ligand exchange product of ZnPT (with histidine, 
histidine, Ref. 71). 
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However  in  skin,  these  amino  acids  are  contained  within  the  keratin  protein  for  water  retention 
properties  and  are  thus  unlikely  free  to  conjugate  unless  ZnPT  is  capable  of  partitioning  into  the 
corneocyte.   While no additional data  is available for ZnPT  ligand exchange,  it may be possible for the 
1:1 ZnPT+ monomer  to bind with excipients  in  formulation  (e.g. anionic   surfactants) or  the  free  fatty 
acids present in sebum that would be mostly deprotonated (pka = 4.2‐5.5) at skin surface pH (pH =  5.5 
[147]).   
In order to better understand the specific mechanisms involved in the activity of ZnPT on or within 
skin, it is important to know the amount of ZnPT that remains intact compared to the amount which has 
been  dissociated  or  transformed  into  another  pyrithione  species.    The  dissociation  and  ionization  of 
ZnPT  have  been  shown  to  be  pH  and  formulation  dependent  by  the  sponsors  of  this  research,  The 
Procter & Gamble Company.  These effects are shown in Fig. 3.5 for the pH‐solubility profile of cosmetic 
or  analytical  grade  ZnPT  in  water,  0.1%  soap  and  1%  soap  solutions  (E.D.  Smith  personal 
Figure  3.5.  pH‐Solubility  profile  for  cosmetic  or  analytical  grade  ZnPT  as  a  function  of  (A)  vehicle,  pH  and  (B)  surfactant
concentration (E.D. Smith personal communication). 
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communication).    In  these  studies,  ZnPT  solubility  was  measured  as  the  concentration  of  ionized 
pyrithione by HPLC or capillary electrophoresis.  While the solubility of ZnPT in water and the dilute 0.1% 
soap solution remain relatively constant as the pH  increased, soluble concentrations of ZnPT  in the 1% 
soap solution were significantly increased (p < 0.001) as the pH increased.  Solubility comparisons of the 
three  formulations  in  the pH 9.2‐9.4  range  revealed a  significant  influence  in  the  soap  concentration 
whereas ZnPT was significantly more soluble (p < 0.05) in the 1% soap solution compared to the 0‐0.1% 
soap concentrations.   At this alkalinity, 100% of the material that  is dissociated would be  ionized (pka= 
4.4, [141]).  
In order  to  elucidate  the  influence of  formulation on  the molecular  speciation of  ZnPT,  stability 
constants were measured  for ZnPT by  the  Silvio  Sammartano  lab group at  the University of Messina 
(Table  3.1).    Stepwise  formation  constants  for  ZnPT  in  water  (pH  =  6.4)  were  measured  using 
voltammetry.   Sodium chloride (NaCl) was used as a supporting electrolyte at an ionic strength of 0.1 M 
to  maintain  constant  activity  coefficients.    These  equilibrium  constants  will  be  incorporated  into 
simulations to calculate pyrithione species concentrations in the various [14C]ZnPT formulations used in 
the mass transport studies (Chapters 4‐6). 
Table 3.1. Protonation and stability constants for free pyrithione and ZnPT, respectively, in water (0.1 M NaCl).    
Equilibrium Equation  Log K 
H+ + PT‐ ↔ HPT  4.4a 
Zn2+ + PT‐ ↔ ZnPT+  6.2bc 
ZnPT+ + PT‐ ↔ ZnPT2  3.5c 
Zn2+ + 2 PT‐ ↔ ZnPT2  9.7c 
a Ref [141]. 
b Note: this value was rounded down from the 6.25 value in the lab report to account for log β = log K1 + log K2. 
c Measured by the Silvio Sammartano Lab at the University of Messina using voltammetry (personal communication). 
3.2 Materials and Methods 
3.2.1 Materials 
Solid  [14C]‐ZnPT  (95% pure 0.54 mCi/mmole and 96% pure 149 mCi/mmole) was synthesized by Lonza 
Group Ltd. (formerly Arch Chemicals).  Acetic acid (≥ 99.7%), chloroform (≥ 99.9%), hydrochloric acid (1 
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M,  standard  solution),  hydrogen  peroxide  (30%  w/w  in  water),  lithium  sulfate  (≥  98%),  Kodak® 
Intensifying Screen Cleaner, oleic acid (> 99%), potassium chloride (> 99%), potassium hydroxide (0.1 M, 
standard  solution), Dulbecco’s phosphate buffered  saline  (PBS),  sodium  acetate  trihydrate  (≥ 99.5%), 
sodium carboxymethyl cellulose (average MW ~ 250,000), sodium chloride (> 99%), and sodium sulfate 
(anhydrous, ≥ 99%) were purchased from Sigma‐Aldrich® Co. LLC (St. Louis, MO).   Basic zinc carbonate 
was purchased  from Spectrum Chemical Manufacturing Corp.  (New Brunswick, NJ).   L‐ascorbic acid  (≥ 
99%), ethyl acetate (HPLC grade), methanol (optima grade), 9‐diethylamino‐5H‐benzo[α]phenoxazine‐5‐
one  (Nile  red),  sodium  iodine  (crystalline),  and  sulfuric  acid  (0.1  N),  and  thin‐layer  chromatography 
plates  (Redi‐Plate, 250µm Silica G) were purchased  from Thermo Fischer Scientific  Inc.  (Pittsburg, PA).  
Soluene‐350® and Ultima Gold® XR  scintillation  fluid were purchased  from Perkin‐Elmer  Life Sciences 
(Boston, MA).   Compressed nitrogen  gas  (ultra‐high purity) was purchased  from Wright Brothers  Inc. 
(Cincinnati, OH).   DI water was prepared using  a Milli‐Q® purification  system  (Millipore  Corporation, 
Billerica, MA).  Ivory® Original Scented Body Wash and Filippo Berio® Extra Light Tasting Olive Oil were 
purchased  commercially.    The  Storage  Phosphor  Screen  (BAS‐IP MS  2025  E) was purchased  from GE 
Healthcare Life Sciences (Buckinghamshire, UK). 
3.2.2 Preparation and characterization of ZnPT formulations  
Dose formulations containing [14C]ZnPT were characterized by pH and solubility measurements as well 
as molecular  speciation  assessments.    Prior  to  adding  the  radiolabeled  ZnPT,  the  pH  values  of  the 
aqueous solutions were measured using a glass electrode (DG111‐SC, Mettler‐Toledo Inc.) connected to 
a  Mettler‐Toledo  DL67  Autotitrator.    Saturated  [14C]ZnPT  solutions  were  prepared  in  each  of  the 
formulations by adding an excess amount of the solid to micro‐centrifuge tubes containing the solutions 
and  placing  the  samples  in  an  incubator‐shaker  set  at  32˚C/120  RPM  for  72  hours  of  agitation.  
Particulate  sedimentation  was  visualized  to  ensure  complete  saturation  prior  transferring  the 
suspension  to  centrifuge micro‐concentrators  (NANOSEP®, MW  cutoff=  30  kDa) which were  spun  at 
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1520 ×g for 10 minutes to collect the supernatant.  Soluble [14C]ZnPT concentrations were measured by 
the mass analysis of six 2 µL aliquots of each formulation by liquid scintillation counting.  
Molecular transformations of ZnPT  in solution or within  the skin would alter  the physicochemical 
properties  of  the  solute,  e.g.  size  and  lipophilicity,  and  could  consequently  influence  the  lateral 
(Chapters 4‐5) and transverse (Chapter 6) mass transport rates.   For comparison of the mass transport 
rates,  [14C]ZnPT  (0.54 mCi/mmole) was prepared  in aqueous  solutions outside  the  stable pH  range of 
4.5‐9.5  to  yield  high  concentrations  of  free  or  ionized  pyrithione  species  [140].    To  accomplish  this, 
[14C]ZnPT  was  mixed  in  0.1  M  potassium  chloride  solutions  adjusted  to  pH  3  or  11  with  0.1  M 
hydrochloric  acid  or  0.1 M  potassium  hydroxide,  respectively.    As  another  comparison  of molecular 
speciation effects on transport,  [14C]dipyrithione was synthesized  from the  [14C]ZnPT material via thiol 
oxidation using a procedure modified from Kirihara et al. [148].   Briefly, the solvent from the prepared 
pH 3  solution was evaporated off  to  theoretically yield  solid  [14C]pyrithione.   Ethyl acetate, hydrogen 
peroxide, and  iodine were added  to pyrithione  [148] and  the  solution was  stirred overnight at  room 
temperature.  The iodine catalyst was quenched with L‐ascorbic acid and the organic phase, containing 
the disulfide, was extracted thrice with ethyl acetate.  The organic phase was washed with brine and the 
product was  dried  over  anhydrous  sodium  sulfate  prior  to  being  filtered  through  centrifuge micro‐
concentrators (NANOSEP®, MW cutoff= 30 kDa).  The solvent was evaporated off with nitrogen gas and 
the  product  was  stored  in  DI  water  as  a  dosing  solution.    Purity  was  later  checked  by  thin‐layer 
chromatography (TLC, Fig. 3.8). 
Saturated and dilute  [14C]ZnPT  solutions were  subjected  to chemical  separation by TLC using  the 
same method as Seymour and Bailey [149].  TLC plates were washed twice in chloroform‐methanol (2:1, 
v/v) and stored in a desiccator.  Prior to use, the 20 x 20 cm plates were lightly scored with an origin line 
0.5” from the bottom of the plate and 13 sampling  lanes marked 0.5” apart starting 1.5 cm away from 
the  side  edges.    Prior  to  spotting,  the  plates  were  activated  at  70˚C  for  one  hour  and  allowed  to 
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equilibrate at ambient conditions  for one hour.   One µL of each  [14C]ZnPT solution or suspension was 
spotted in a sampling lane on the TLC plate.   For very dilute solutions, care was taken to dose the same 
spot multiple  times  so  that  the elution pattern could be visualized.   A  [14C]ZnPT  standard was  freshly 
prepared  in  chloroform  and  spotted  in  Lane  1  of  each  TLC  plate  for  a  relative  comparison  of  the 
observed  retention  factors.    The  TLC  plate  containing  dried  analyte  spots  was  placed  inside  a  TLC 
chamber saturated with chloroform‐methanol  (49:1, v/v). Approximately 1 cm of mobile phase  in  the 
base of the developing chamber was eluted up 6” of the stationary phase.   During the elution, the TLC 
chamber was covered with a box to minimize photo‐oxidation of ZnPT.   The TLC plates were dried and 
placed  inside  a  Ziploc®  Freezer  Bag  during  the  exposure  to  the  storage  phosphor  screen  to  prevent 
contamination.   For quantification,  the TLC plates were analyzed by radioluminographic  imaging using 
the 1D Gel Analysis Module of the ImageQuant TL v8.1 software package (GE Healthcare Life Sciences, 
Buckinghamshire, UK).   
3.3 Results 
3.3.1 ZnPT Solubility 
The  solubilities  of  the  two  [14C]ZnPT materials  (0.54 mCi/mmole  and  149 mCi/mmole)  used  in  this 
research  project  are  plotted  in  Fig.  3.6  for  the  various  exposure  scenarios  employed  in  the  mass 
transport studies  (Chapters 4‐6).   The high specific activity  (SA)  [14C]ZnPT was significantly  (p < 0.001) 
less soluble in the test formulations than the low specific activity [14C]ZnPT.  The influence of excess zinc 
carbonate (ZnCO3) on the solubility of the low specific activity [14C]ZnPT was measured for the three test 
formulations used in Chapter 5.  As shown in Fig. 3.6, the excess zinc carbonate significantly reduced the 
solubility of ZnPT in all three formulations whereas this effect was much more pronounced in water and 
1% soap (p < 0.001) compared to the 1% body wash solution (p < 0.05).   Incorporation of 1% CMC into 
DI water  resulted  in an  increase  in  the pH and solubility  (p < 0.001) of  the  low SA  [14C]ZnPT material.  
Soluble  [14C]ZnPT  concentrations  in water  (20‐30  PPM)  are  slightly  higher  than  the measured water 
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solubility of analytical and cosmetic grade ZnPT (5‐15 PPM) [31].  Similar to Fig. 3.5, a significant increase 
(p < 0.001)  in [14C]ZnPT solubility was observed when the pH of the surfactant solutions was  increased 
from 5.3 to 10.3.  Based on the speciation simulations, shown in the next section (Fig. 3.7), 99.4% of the 
ZnPT would be dissociated and 100% ionized at pH 10.3.  However, compared to water the difference in 
soluble  [14C]ZnPT concentrations  for  the pH 11 solution was small.   At  this alkalinity,  the soap  ligands 
may be attributed to an increase in solubility.  A similar result was observed in the pH‐solubility profile 
shown  in Fig. 3.5 with a significant  increase  in ZnPT solubility  for  the 1% soap at pH 9.4 compared  to 
water  buffered  to  pH  9.3  (20 mM  phosphate)  .   While  the  pH‐solubility  profile  in  Fig.  3.5  does  not 
contain  pH  values  at  comparable  levels,  a  significant  increase  (p  <  0.001)  in  [14C]ZnPT  solubility was 
observed for the pH 3 solution compared to water (Fig. 3.6).  [14C]ZnPT was highly soluble in the artificial 
sebum composition (95 PPM).  Removal of the oleic acid from the sebum composition (olive oil) resulted 
Figure  3.6.  Measured  solubilities  (by  LSC)  of  the  high  specific  activity  (149  mCi/mmole)  and  low  specific  activity  (0.54
mCi/mmole) [14C]ZnPT in the aqueous dose solutions, artificial sebum, olive oil, and castor oil. The solubility of the low specific
activity material was measured  in all of  the vehicles.   However,  the  solubility of  the high  specific activity material and  the
influence of zinc carbonate on solubility were only measured  in select vehicles.   The measured pH values are shown  for  the
aqueous solutions.   
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in a threefold decrease in the [14C]ZnPT solubility (p < 0.001).  This result may also indicate the influence 
of  ligands  in solution on ZnPT solubility (i.e. formation of  ligand exchange products).   However, similar 
results were not observed for cosmetic grade ZnPT  in the artificial sebum unless an excess of zinc was 
added to the oil, otherwise a negligible increase in ZnPT solubility was observed (23 PPM versus 25 PPM 
for artificial sebum and olive oil respectively, E.D Smith personal communication).   
3.3.2 ZnPT Speciation 
Speciation diagrams (Figs. 3.7‐3.8) were simulated using HySS2008 Software (®Protonic Software [150]) 
supplied with  the measured  stability constants  for ZnPT  in water  (Table 3.1).   These plots display  the 
calculated degree of dissociation and ionization of ZnPT as a function of pH, ZnPT concentration, and the 
presence of excess zinc.  The concentrations of each molecular species are solved by mass‐balance and 
solubility equations using  the Newton‐Raphson method  if  the  solubility product of a  solid  is provided 
[150].  Although the program did compute solid ZnOH2 concentrations, it was unable to account for the 
input  of  the  solubility  product  for  solid  Zn2PT4.    The  relative  (Fig.  3.7)  and  absolute  (Fig.  3.8) 
concentration distributions of the molecular species are plotted for a 10 PPM ZnPT concentration (Panel 
A of Figs. 3.7‐3.8), the average aqueous solubility [31], as well as a 1% (w/v) ZnPT concentration (Panel B 
of Figs. 3.7‐3.8), the amount typically suspended in topical formulations.  ZnPT is most stable in the pH 
range of 5‐9 as evidenced by the maxima in ZnPT2 monomer concentrations in these regions.  Below pH 
5, there is a high concentration of free pyrithione. Above pH 9, there is a high concentration of ionized 
pyrithione and solid zinc hydroxide (Fig. 3.8).  Incorporation of excess zinc (to mimic the addition of 1.6% 
zinc  carbonate  in  shampoo  formulations)  resulted  in  significant  (p  < 0.001)  reductions  in  the  ionized 
pyrithione  concentrations,  reductions  in  the ZnPT2 monomer concentrations below pH 9,  increases  in 
the ZnPT+ complex ion concentration, and increases in zinc hydrolysis products at lower pH values.  The 
presence  of  excess  ZnPT  in  the  1%  colloidal  suspensions  also  reduced  the  dissociation  of  the  ZnPT2 
monomer (p < 0.001).  Conditional formation constants, indicating the stability of the metal complex as 
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Figure 3.7. Relative speciation diagrams for the pyrithione species present in water (I = 0.1 M NaCl) in the absence (solid lines)
and presence of excess zinc  ions  (dashed  lines)  for  (A) 10 PPM and  (B) 1%  (w/v) ZnPT concentrations. Species concentrations
were  calculated  from  stability  constants  measured  by  the  Silvio  Sammartano  Lab  at  the  University  of  Messina  (personal
communication). 
Figure 3.8. Speciation diagrams  for  the absolute concentrations of molecular species present  in water  (I = 0.1 M NaCl)  in  the
absence  (solid  lines)  and  presence  of  excess  zinc  ions  (dashed  lines)  for  (A)  10  PPM  and  (B)  1%  (w/v)  ZnPT  concentrations.
Species concentrations were calculated  from  stability constants measured by  the Silvio Sammartano Lab at  the University of
Messina (personal communication). 
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a function of pH, were maximized at pH 6.8 in water.  As shown Panel A of Fig. 3.7, the prevalent species 
solubilized in water are the 1:1 ZnPT+ species (red) and ionized pyrithione species (blue).  In regards to 
the former, this result is attributable to the stepwise formation constants being twice as high for the 1:1 
species compared to the 1:2 species (Table 3.1).  Very little of the parent 1:2 ZnPT2 monomer exist in the 
saturated  solution  whereas  this  concentration  was  increased  by  a  factor  of  14  in  the  suspension 
containing crystalline ZnPT dimers.  In the presence of excess zinc, the 1:1 ZnPT+ species is abundant in 
solution  as  the  free  zinc  ions  form  ion  pairs  with  high  concentration  of  ionized  pyrithione.    This 
observation contradicts a previous conjecture that more of the 1:2 monomer would be  formed  in  the 
presence of excess zinc according to Le Chatelier’s Principle [73]. 
Chemical  separation  of  the  molecular  species  in  the  [14C]ZnPT  dose  formulations  was  semi‐
quantitatively  accomplished  in  this  study using  TLC  and  subsequent  radioluminographic  imaging  (Fig. 
3.8).   As mentioned by previous  researchers  [149, 151‐153],  the  chemical  reactivity of ZnPT and  free 
pyrithione make  quantification  of  species  concentrations  difficult  considering  ZnPT  oxidizes  on most 
stationary  phases.      In  this  study,  the  elution  pattern  of  [14C]ZnPT  in  the  test  formulations  were 
compared relative to a  [14C]ZnPT standard that was freshly prepared in chloroform and spotted on each 
TLC plate.   Mixed  results were observed  for  the ZnPT  formulations.   As expected  from  the  speciation 
diagrams  in  Figs. 3.7‐3.8,  less dissociation  and  ionization occurs  in  the  suspensions  compared  to  the 
solutions.  Given the low polarity of the mobile phase, the elution order starting from the origin located 
on the left side of the images in Fig. 3.9 will progress from polar to non‐polar pyrithione (PT) species (i.e. 
PT‐sulfonate > PT2 > HPT > ZnPT).  The retention factors (Rf) for the segregated spots on the TLC plates 
are  provided  in  Table  3.2  along  with  the  probable  identities  of  the  molecular  species.    Any  free 
pyrithione present in solution was likely oxidized on the stationary phase.  PT‐sulfonate and dipyrithione 
are both hydrophilic oxidation products  that would exhibit high  retention on  the  silica  substrate.   As 
shown in Fig. 3.9, even the ZnPT standard has a spot that remains at the origin that is likely indicative of 
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E 
Figure 3.9. Thin‐layer chromatography of the [14C]ZnPT dose solutions in (A) water, (B) 1% body wash, (C) 1% soap, and (D)
reference formulations (e.g. synthesized dipyrithione and pH 3 or 11 solutions; (E) chromatogram of [14C]ZnPT standard. 
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ZnPT oxidation to the PT‐sulfonate product on the stationary phase [149].   As shown  in Panel D of Fig. 
3.9, the dipyrithione product was successfully synthesized from the [14C]ZnPT material using the method 
described  in  Section 3.2.    The  spot  furthest  from  the origin  is  the prevalent  species  in  the  [14C]ZnPT 
standard and was identified as the parent compound in Seymour and Bailey’s analysis [149].  Given the 
low concentrations of  the 1:2 monomer  formed  in  the speciation diagrams  (Figs. 3.7‐3.8),  this species 
may also be the 1:1 ZnPT+ monomer.  The 1:1 monomer bears a positive charge and would likely form an 
ion pair with negatively charged entities  in  the  formulation.   Otherwise, cation exchange would occur 
with the silanol groups of the silica stationary phase.  This could explain the tailing of the spot furthest 
Table 3.2 Rf values for the segregated [14C]PT species shown in the TLC images (Fig. 3.9). 
 
  Band % at Rf Value 
Formulation   0a  0.03b  0.05c  0.14d  0.40e  0.55f 
Standard  5.8          94.2 
             
Water Suspension (1% CMC)  14.7          85.3 
Water Suspension (1% CMC) + ZnCO3  18.9          81.1 
Water Suspension (1% CMC) + Sebum  23.4    9.5      67.1 
Saturated Water Solution  61.4  10    1    27.6 
Dilute Water Solution  80.9  19.1         
Dilute Water + ZnCO3  25.1        74.9   
             
1% Body Wash Suspension  10.0          90.0 
1% Body Wash Suspension + ZnCO3  10.4          89.6 
1% Body Wash Suspension + Sebum  21.8    6.4      71.9 
Saturated 1% Body Wash  40.0  5.9    4.0    50.1 
Dilute 1% Body Wash  41.6          58.4 
1% Body Wash + ZnCO3  13.6          86.4 
             
Saturated 1% Soap  51.2  30.3  4.7  13.1    0.6 
Saturated 1% Soap (Low SA 14C‐ZnPT)  23.4      76.6   
Dilute 1% Soap + ZnCO3  100         
             
Dipyrithione in Water  26.9  73.1         
0.1 M H,K(Cl) @ pH = 3  100         
0.1 M K(Cl,OH) @ pH = 11  100         
a PT‐sulfonate (1‐oxypyridine‐2‐sulfonic acid) [149]. 
b Dipyrithione. 
c Free pyrithione or sodium pyrithione [149]. 
d 2‐mercaptopyridine [149]. 
e Ferric pyrithione [149]. 
f 1:1 or 1:2 ZnPT monomer [149]. 
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from the origin for the ZnPT standard as shown in the chromatogram in Panel E of Fig. 3.8.  When sebum 
was added into the dose formulations, an additional spot was visualized (Rf = 0.05).  This spot could be 
that of free pyrithione, sodium pyrithione or an unidentified pyrithione containing species.   Less spots 
were visualized for the ZnPT suspensions.  This can  likely be explained by the decreased dissociation in 
Fig. 3.7 when 1% ZnPT concentrations were plotted instead of the solubilized (10 PPM) concentrations.  
As shown  in Panel C of Fig. 3.9 and Table 3.2,  intact ZnPT  is not  likely present  in the 1% soap solution.  
This  is most  likely  attributable  to  the  high  pH  of  the  formulation  (pH  10.3)  which  would  facilitate 
complete dissociation and ionization of ZnPT (Fig. 3.7). 
3.4  Conclusions 
The  data  presented  here  demonstrate  the  influential  factors  in  the  dissolution  and  subsequent 
speciation of ZnPT  in  formulation or  sebum.   Contrary  to previous  inferences  regarding ZnPT solution 
chemistry, the predominant zinc containing pyrithione species in water is the 1:1 ZnPT+ monomer rather 
than the 1:2 coordination complex.  Intact ZnPT (1:1 and 1:2 monomers) is most stable in the pH range 
of 5‐9 with a maximum stability achieved at pH 6.8.  Outside this pH range, free and ionized pyrithione 
concentrations prevail.   The addition of excess zinc helps mitigate ZnPT dissociation and  ionization by 
forming ion pairs with the free and ionized pyrithione.  This effect is also demonstrated by a significant 
decrease  in  the measured  solubilities  of  ZnPT  in  the  presence  of  excess  ZnCO3  via  the  common  ion 
effect.    These  details  will  be  useful  in  the  interpretation  of  the  diffusing  pyrithione  species  in  the 
succeeding lateral and transverse ZnPT transport measurements (Chapters 4‐6).    
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4 Development of a Quantitative Radioluminographic Imaging Method 
for Evaluating Lateral Diffusion Rates in Skin  
4.1 Introduction 
The permeability of the skin’s outer layer, the stratum corneum (SC), to exogenously applied chemicals 
has been widely researched.  The vast majority of the studies have investigated the transverse transport 
of  organic  solutes  of  importance  to  topical  and  transdermal  drug  delivery  [154]  and  dermal  risk 
assessment [155].   Less  is known regarding  lateral transport on skin or the transport of organometallic 
compounds,  yet  both  are  important.   We  consider  the  example  of  zinc  pyrithione  (ZnPT),  a  broad‐
spectrum  biocide  that  is  FDA‐approved  to  treat  dandruff  and  seborrheic  dermatitis,  but  is  also  of 
interest as a routine topical antimicrobial agent [47, 48].   
ZnPT  is commonly dispersed  in complex aqueous‐based formulations and  is deposited on the skin 
surface as a particle due to  its sparse solubility  in water (5‐15 ppm) [31].   The efficacy of anti‐dandruff 
activity (in large part directed at the yeast, Malassezzia globosa) is positively correlated with the amount 
of  ZnPT platelets deposited  and  retained on  the  scalp  after  rinsing  [21]  and  inversely  related  to  the 
particle  size over a  certain application  range  [73].   ZnPT has  long been  known  to persist on  the  skin 
surface  following  deposition  from  a  variety  of  surfactant  vehicles  [40]  and  shampoo matrices  [39].  
Recently  it has been shown  that  long‐term bioavailability  is optimized by coacervate  technology  [156] 
which  enhances  substantivity  of  ZnPT  in  the  superficial  layers  of  the  SC  and  follicular  infundibulum 
where  recolonization  of  the microorganisms  occurs  [10,  66].    It  is  further  thought  that  dissolution, 
chemical speciation and transport on the skin surface play a role  in this activity [22], yet there  is  little 
quantitative information regarding these processes.  The present study is directed at elucidating lateral 
transport. 
ZnPT in shampoo formulations has a long history of safe use by humans, supported by independent 
regulatory  evaluations  [5].  In  this  regard,  numerous  reports  exist  in  the  literature  evaluating  the 
transverse permeation of ZnPT, or components  thereof, and other pyrithione conjugates  through  the 
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skin, cf. [31] and references therein.  Many of these studies have been performed to determine systemic 
exposures  of  pyrithiones  in  animal models  for  use  in  the  human  dermal  risk  assessment  of  ZnPT.  
Collectively,  the  animal  studies  suggest  that  ZnPT dissociates  and may  react  further during  transport 
through the skin.  Free pyrithione is expected to traverse through the skin more rapidly and to a greater 
extent than ZnPT based on  its smaller molecular size  [3] and water solubility  (170,700 ppm  [157]).    In 
this regard, a three‐fold increase (p < 0.001) in skin permeation was exhibited for the 1:1 sodium salt of 
free pyrithione compared to the intact 1:2 ZnPT coordination complex for identical exposure conditions 
[30].  For lateral transport, no quantitative data are available for ZnPT.  
To begin to address this question we have studied the  lateral transport of carbon associated with 
[14C]‐ZnPT on  isolated  samples of human SC using a quantitative  radioluminographic  imaging method 
also  known  as  phosphorimaging.    This  non‐destructive  assay  can monitor  and  spatially  resolve  the 
analyte  distribution  profile  in  the  plane  of  the  skin  surface  at  various  incubation  times.    To  gain 
experience with  –  and  confidence  in  –  this method we  included  two  chemically  stable, well  studied 
reference  compounds,  caffeine  and  testosterone  [92],  in  the  investigation.    The  phosphorimaging 
method  is  complementary  to  two  other  recently  developed  techniques  in which  either  fluorescence 
 Ĉ Ѐ Ѐ   Ījฺ  Ĉj่[133]  or  high  resolution  infrared  (IR)  spectroscopy  [134]  was  used  to 
obtain similar  information on  lateral transport rates  in skin.   Development of these molecular  imaging 
procedures overcomes many of  limitations  imposed by previous methods  that  rely on  the analysis of 
dissected tissues [128‐131, 136, 158]. 
A  scientific  side  benefit  of  the  study  is  the  possibility  it  presents  to  better  characterize 
microtransport processes within the SC.  The tissue is highly anisotropic, with layers of broad, flattened 
corneocytes separated by thin layers of lamellar lipids [159].  The upper layers of the SC lose their lipid 
content and desmosomal bridges between the corneocytes in the process of desquamation [159, 160].  
It  is evident  from this structure  that  the tissue should exhibit different rates of diffusion  in transverse 
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and  lateral directions, and  that  the degree of anisotropy will depend on  the properties of  the protein 
and  lipid phases.   Quantitative  lateral diffusion measurements provide  a hitherto unavailable  test of 
these details.   A  comparison of  the  results with predictions  from  the microscopic  transport model of 
Wang et al. [94, 95] is presented. 
4.2 Materials and Methods 
4.2.1 Materials 
Split thickness human cadaver skin, dermatomed to a nominal thickness of 300 µm, from the posterior 
torso of a 47 year old white  female was obtained  from  the New York Presbyterian Hospital Skin Bank 
(New  York,  NY).    This  work  with  de‐identified  human  tissues  was  considered  by  the  University  of 
Cincinnati  Institutional Review Board  to be exempt  from human  subjects  regulations.    [1‐Methyl‐14C]‐
caffeine  (99%  pure  55  mCi/mmole  in  ethanol),  [4‐14C]‐testosterone  (99%  pure  53  mCi/mmole  in 
ethanol),  and  carbon‐14  autoradiography  standards  (0.00971‐229  nCi/mm²)  were  purchased  from 
American Radiolabeled Chemicals, Inc. (St. Louis, MO).  Solid [14C]‐ZnPT (96% pure 149 mCi/mmole) was 
synthesized and by Lonza Group Ltd. (formerly Arch Chemicals) and donated by The Procter & Gamble 
Company  (Cincinnati, OH).    Type  II‐S  trypsin  from  porcine  pancreas,  type  II‐S  trypsin  inhibitor  from 
soybean, Dulbecco’s phosphate buffered saline  (PBS), sodium carboxymethyl cellulose  (average MW ~ 
250,000), lithium sulfate (≥ 98%), sodium acetate trihydrate (≥99.5%), acetic acid (≥99.7%), and Kodak® 
Intensifying Screen Cleaner were purchased from Sigma‐Aldrich® Co. LLC (St. Louis, MO).  Soluene‐350® 
and Ultima Gold® XR  scintillation  fluid were purchased  from Perkin‐Elmer Life Sciences  (Boston, MA).  
Deionized (DI) water was prepared using a Milli‐Q® purification system (Millipore Corporation, Billerica, 
MA).  Ivory® Original Scented Body Wash and Scotch® Magic™ Tape were purchased commercially.  The 
Storage  Phosphor  Screen  (BAS‐IP  MS  2025  E)  was  purchased  from  GE  Healthcare  Life  Sciences 
(Buckinghamshire, UK). 
42 
 
4.2.2 Preparation of stratum corneum samples 
Split  thickness  skin  specimens were  stored  at 80°C  in Roswell  Park Memorial  Institute  (RPMI)‐1640 
solution preserved with oxacillin sodium and gentamicin.  Prior to use, the skin was rapidly thawed and 
thoroughly rinsed in room temperature DI water.  The SC was isolated by heat separation and enzymatic 
digestion.  The heat separation process was performed by soaking the skin sections in 57°C DI water for 
90 seconds followed by physical removal of the epidermis by carefully peeling  it from the dermis with 
forceps.   Following dissection of the epidermis, the viable epidermis was digested with a PBS solution 
containing 0.01% trypsin which was  incubated overnight  in a closed petri dish at 4˚C.   Removal of the 
digested  tissue  from  the  underside  of  the  epidermis was  achieved  by washing with  PBS  and  gentle 
brushing with  cotton  swabs.    Isolated  SC  specimens were  immediately  treated with  a  PBS  solution 
containing  0.01%  trypsin  inhibitor  and  rinsed  three  times with  DI water.    They were  then  cut  into 
approximately  1.5  cm²  pieces  and  dried  flat  on  plastic  microscope  slide  coverslips  in  a  desiccator 
containing Drierite®.  SC samples were stored in a desiccator at 20°C for a maximum of six months to 
maintain skin integrity. 
4.2.3 Dose solution preparation 
[14C]Caffeine  and  [14C]testosterone  were  used  as  reference  compounds,  as  recommended  by  OECD 
guidelines  427  and  428  [161,  162].    Solutions  containing  [14C]‐caffeine  and  [14C]‐testosterone  were 
prepared  to  yield  concentrations  below,  equal  to,  and  over  the  amount  of  permeant  required  to 
saturate the SC (Msat, µg/cm²) for a 2 µL volume applied to partially hydrated skin.  Calculations of these 
concentrations were based on the surface area of the evaporated dose  (cm²) and the  following set of 
equations: 
depsatsat hCM              (4.1) 
wscwsat KSC /             (4.2) 
27.0
/
81.0
/ 057.40359.004.0 wowowsc KKK          (4.3) 
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In Eqs. 4.1‐4.3, Csat is the permeant solubility in the SC (g/cm3), hdep is the initial deposition depth of the 
permeant (assumed to be 10% of total SC thickness [160] ~ 1.34 µm for partially hydrated SC), Sw is the 
water solubility of the permeant at skin temperature (32C), and Ksc/w is its SC/water partition coefficient 
[160, 163].  The concept of a deposition depth is associated with the desquamating layers of the SC and 
has been useful for describing the skin disposition of small doses of other topically‐applied compounds 
[160, 164].  [14C]‐Caffeine was stored in ethanol or diluted by 50% with DI water to increase the surface 
tension of the droplet on the skin and yield a smaller dose area.  Due to limited aqueous solubility, [14C]‐
testosterone was stored in ethanol. 
Based on the sparse solubility of ZnPT in vehicles suitable for topical application, a variety of dosage 
forms for [14C]‐ZnPT were employed in order to elucidate the influence of concentration and dissolution 
on  the  lateral diffusion  rates.   These  solutions  included unsaturated and  saturated  solutions  in water 
containing 1%  (w/v) carboxymethyl cellulose or 1% (w/w) buffered (pH = 5.3, 100 mM acetate buffer) 
body wash solution.   Unsaturated solutions were prepared  to mimic doses equivalent  to  the clinically 
relevant  rinse‐off  deposition  amounts  for  ZnPT  on  the  arms,  0.1  µg/cm²,  as  well  as  the  calculated 
saturation dose, Msat = 0.011 µg/cm²; while  saturated  solutions provided dose concentrations around 
the in vivo deposition amounts of ZnPT found on the scalp for a shampoo and shampoo tonic matrix, 0.5 
µg/cm² and 0.8 µg/cm² respectively (E.D. Smith, personal communication). 
4.2.4 Topical administration of radiolabeled solutions 
Partially hydrated SC  in vivo has an average water content of about 30% (w/w) [165].   This  level of SC 
hydration  can  be  attained  ex  vivo when  the  tissue  is  equilibrated  in  a  closed  vessel with  a  relative 
humidity of 85% [165, 166].  To achieve this, the isolated SC samples were equilibrated overnight at 32˚C 
in a vessel containing an aqueous solution saturated with  lithium sulfate  [167].   The temperature was 
maintained  by  placing  the  vessel  into  an  Air‐Shields  Isolette  C100  QT‐EC  infant  warmer  incubator 
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(Eaton® Corporation, PLC; formerly Vickers®).  Due to photostability issues with ZnPT, the incubator was 
covered in black construction paper to prevent degradation. 
Following incubation, each SC sample was dosed with 2 µL of [14C]‐labeled permeant with a digital 
positive displacement micro‐dispenser equipped with 10 µL precision borosilicate bores  (Drummond® 
Scientific Company).   The samples were  then re‐equilibrated at 85% RH/32˚C  for 2 hours  to allow  the 
vehicle to evaporate prior to application of a 1.5 µm thick Mylar® Spectro‐Film™ (Somar  International, 
Inc.)  to  shield  the  storage phosphor  screen  from  radioactive contamination.    Initial dose distributions 
were  subsequently  acquired  by  quantitative  radioluminographic  imaging  as  described  in  the  next 
section, and used to determine the dose area.   The  latter was calculated by determining the radius of 
the initial dose distribution using a second‐order edge detection method and subsequent conversion to 
a circular surface area.  Details can be found in the Supplementary Material. 
At  the  end of  the  radioluminographic  imaging  study,  each  SC  sample was  incubated  in  1 mL of 
Soluene® at 50˚C to digest the tissue for mass analysis by  liquid scintillation counting (LSC).   The mass 
coverage of  each  sample was  calculated  from  the net disintegrations per minute,  then  converted  to 
mass analyte (µg) and divided by the dose area.   
4.2.5 Quantitative radioluminographic imaging  
Initial  and  subsequent  dose  distributions  were  acquired  by  exposing  the  SC  samples  to  a  storage 
phosphor  imaging  plate  to  spatially  collect  and  store  the  β‐radiation  emanating  from  the  carbon‐14 
dose.    Exposures  varied  between  0.25‐18  hours  based  on  the  specific  activity  of  the  dose  and were 
conducted  in  a  lead  shielding  box  to minimize  noise  from  external  radiation.      Post‐exposure,  the 
imaging plate was stored in the dark for ten minutes to reduce potential artifacts in the image caused by 
fast relaxation processes [168].  SC samples were returned to the desiccator‐incubator apparatus and re‐
equilibrated at 85% RH/32˚C for succeeding measurements.  The imaging plate was scanned by a Storm 
860 (GE Healthcare Life Sciences, Buckinghamshire, UK; formally Molecular Dynamics®) phosphorimager 
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using the smallest laser scanning resolution of 50 µm with a 16 bit pixel depth to generate digital images 
containing spatial (x, y) information along with the emitted light intensity (z) proportional to the amount 
of  radioactivity  at  that position.    For quantification of  the pixel  concentrations,  the  analog  signals  in 
arbitrary units of photostimulable luminescence were calibrated by measuring the volume intensities of 
carbon‐14 autoradiography standards (0.00971‐229 nCi/mm²) that were exposed alongside the samples 
for each exposure.  Background quantification was performed by measuring the average pixel intensity 
in empty areas of the radioluminograph. 
Image analysis was performed using the Analysis Toolbox Module of ImageQuant TL v8.1 software 
(GE Healthcare  Life  Sciences,  Buckinghamshire, UK).    Resolution  tests were  performed  prior  to  data 
analysis  to  ensure  accurate densitometric measurements by  ruling out  the  presence of  veiling  glare.  
This  form of  radiation  scatter would occur  if  the  imaging plate was not  in  intimate  contact with  the 
samples, thereby introducing non‐uniform bias to the quantitative integrity of the image.  To assess this, 
individual  resolutions  for each exposure were evaluated by generating a  line profile across  the  same 
rectangular carbon‐14 standard and superimposing  it to preceding measurements  to confirm  identical 
alignment and contrast.  Long tails in the edge response and a rounded peak in the intensity profile were 
indicative of glare which would result in the omission of that time point from further image quantitation 
(Fig. B.3 of Appendix B).   
 Area quantitation of the dose distribution was accomplished by drawing two cross‐sectional  lines 
(Fig.  4.1B)  over  the  dosed  spot  (Fig.  4.1A)  generating  a  concentration‐distribution  plot  for  the  pixel 
intensities along each of  the  four diameters  (Fig. 4.1D‐E).   The  first  cross‐section,  consisting of a  line 
parallel and perpendicular to the scan direction, was superimposed so that the intersection was located 
at the dose center prior to copying and rotating a second cross‐section by 45 degrees to yield 8 radii for 
quantitation (Fig. 4.1B).  Intensity profiles for the four diameters were directly exported into a Microsoft 
Excel® spreadsheet that immediately displays the percentage of the peak on each side of the midline so 
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that  the  cross‐sections  can  be  adjusted  to  the  center  accordingly.    Additional  processing  steps  in 
Microsoft  Excel  include background  subtraction,  calibration of pixel  concentrations  (nCi/pixel) with 
the  [14C] autoradiography standards, and application of a correction  factor  for specific activity to yield 
individual pixel concentrations (µg/cm²).  
To simplify  the data analysis, we assumed  lateral diffusion  to be  isotropic  in  the  (x, y) plane and 
neglected transverse diffusion  in the z‐axis.   Therefore, the  integrated  intensities for each radius were 
normalized  to  a uniform  concentration.    Four  equidistant pixel  concentrations  for  each of  the  cross‐
sections were averaged for each time point and input into the computer fitting program described in the 
next section.  To understand the extent of transverse diffusion that occurred during the lateral diffusion 
measurements,  the self‐absorption of the β‐radiation was measured.   To accomplish  this,  the average 
sums  of  the  pixel  intensities  used  to  normalize  the  data were  compared  over  time.    Intensities  for 
succeeding  measurements  were  divided  into  the  initial  intensity  to  monitor  the  loss  in  signal 
transmission.  Linear regression was applied to the data to establish the magnitude of signal attenuation 
Figure  4.1.  Schematics  of  the  image  processing  steps.  (A)  Example  of  a  radioluminographic  image  showing  the  initial  dose
distribution of one of the caffeine samples; (B) depiction of the cross‐sectional lines drawn for area quantitation through Fig. 1A;
(C) radioluminographic image for the same sample after 118 hours; (D)  initial dose distribution profile for the cross‐sections in
Panel B; (E) dose distribution profile after 118 hours. 
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for  identical  sampling  times of 48, 96,  and 144 hours post‐dose.   More details  regarding  instrument 
performance and method validation are given in Appendices A‐B. 
4.2.6 Calculation of the effective lateral diffusion coefficients 
The  radial diffusion of a  fully‐dissolved  solute  from a cylindrically  symmetrical application  site can be 
described by the following boundary value problem [169]: 
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where D  is the  lateral diffusion coefficient  (cm²/s), C  is the solute concentration  (µg/cm3), C0(r)  is  the 
initial solute concentration profile (µg/cm3), r is the radial distance from the center (cm), a is the radius 
of the cylinder (cm), and t is the duration of diffusion (s), We take time zero to be the beginning of the 
initial  phosphoimaging  exposure,  2  hours  after  application  of  the  dose.    If  the  solute  is  initially 
distributed  uniformly  into  a  region  of  thickness  hdep  [160]  and  lateral  diffusion  is much  faster  than 
transverse diffusion (as will be shown) then the latter may be neglected for estimation of D.  Since C0(r) 
was  in  general  not  constant we  approximated  the  solution  to  Eqs.  4.4‐4.7  using  the  following  finite 
difference scheme: 
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Eq. 4.8 describes the concentration profile for all of the interior sublayers within the disk as depicted in 
Fig. 4.2.   A sink boundary condition was  imposed beyond  the outermost sublayer  (i = n) by assuming 
ܥ௡ାଵ ൌ 0, leading to Eq. 4.9.  A constant diffusivity, Di = D, i = 1, n, was assumed.  The optimized values  
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of D were insensitive to the exact form of the boundary condition at i = n because the diffusing front of 
radioactivity never reached the boundary.  Derivation of Eqs. 4.8‐4.9 can be found in the Appendix C.  
Layer thickness was chosen to be the pixel width  (50 µm for 90˚ cross‐sections and √2 times this 
value  for 45˚cross‐sections).   A  computer program written  in Microsoft Visual Basic® was  created  to 
solve  the  tridiagonal  system  of  ordinary  differential  equations  resulting  from  the  finite  difference 
scheme (Eqs. 4.8‐4.9).    It was paired with a minimization routine drawn from Bevington [170] to allow 
the optimization of the diffusivity, D, when supplied with starting values for C0(r), D and experimental 
data.  The program fit the value of D to the data by minimizing the sum of squared residuals between 
the experimental and calculated concentration profiles and also yielded a goodness‐of‐fit parameter, χ² 
[170].  It should be noted that high doses of solute that do not fully dissolve in the skin’s upper layer will 
not conform to Eqs. 4.4‐4.9.  The values of D calculated in this case will be lowered due to the presence 
of undissolved solute.  Hence we will refer to all experimental D values as “effective diffusivities”.   
A B
Figure 4.2. Schematics of the finite difference scheme used in the numerical solution to Eqs. 8‐9.  (A) 3‐Dimensional view of the 
disk  depicts  the  boundaries  of  sublayers  where  flux  and  diffusivity  are  defined;  (B)  2‐dimensional  top  view  depicting  the 
concentrations within each sublayer up to the radial border a which is in contact with a perfect sink. 
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Statistical evaluations of the measured D values were performed to assess the robustness of the 
method and also determine which factors influence the lateral diffusivity of the compounds.  Student’s 
t‐tests were utilized  to determine  if  lateral diffusion was  isotropic  in  the plane of  the  skin  surface by 
comparing the D values for the eight intra‐sample radii of the 90˚ and 45˚ cross‐sections.  Vehicle effects 
on the D values for caffeine and ZnPT were also evaluated by t‐tests.  Dose dependence of the D values 
was evaluated by conducting linear regression on D versus mass coverage to establish if the slopes were 
significantly different from zero.  All statistical tests were conducted using SigmaPlot 12.1 software. 
4.3 Results 
Quantitative radioluminographic imaging presents a novel technique for characterizing solute diffusivity 
in  the  plane  of  the  skin  surface.    Dose  distribution  profiles were  analyzed  over  time  for  the  three 
permeants,  which  varied  in  size  and  lipophilicity  (Table  4.1).    The  radioluminographic  images  and 
concentration profiles in Figs. 4.3 and 4.4 confirmed that the behavior of these analytes conforms to  
Table 4.1. Physicochemical properties of the test compounds. 
  MW  Log Ko/wa Sw,b mg/L @ 25C  as (Ǻ)c 
Caffeine  194.2  0.07d  21,600d  3.6 
Testosterone  288.4  3.32d  23.4d  5.2 
ZnPT  317.7  0.97e  5‐15e  5.1 
Pyrithionee  127.2  ‐0.30h  170,700d  2.7 
a Octanol/water partition coefficient 
b Water solubility 
c Estimated hydrodynamic radius.  Details provided in Supplementary Material. 
d Ref. [157] 
e Ref. [31]  
Fickian  diffusion,  Eqs.  4.4‐4.9.    It may  be  seen  from  Panels  (A)  and  (B)  of  both  figures  that  as  time 
progressed  the  central pixel  intensities decreased,  from white  to  red  to blue, and  the  circumference 
increased  as  the  solute  diffused  away  from  the  center.    Quantitative  concentration‐distance  curves 
[Panels (C) and (D) of Figs. 4.3‐4.4] gradually assumed the characteristic Gaussian profiles expected for 
passive diffusion of a finite dose in an infinite cylinder.  The profiles were marked by a decrease in peak 
amplitude  and extension of  radial breadth with  increasing diffusion  time.     Dose deposition patterns 
differed  between  the  vehicles  (Figs.  4.3‐4.4).    The  carboxymethylcellulose  solution  did  not  spread, 
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Figure  4.3.  Examples  of  the  [14C]  dose  distribution  profiles  on  skin  for  caffeine  (Panels  A  and  C,  dose  7.1  g/cm2)  and
testosterone (Panels B and D, dose 0.88 g/cm2).  The upper panels show false‐colored radioluminographic images for the initial
and  subsequent  dose  distributions,  and  the  lower  panels  show  averaged  concentration‐distance  profiles.    The  diffusivities
extracted from these data were D = 3.3  109 cm2∙s‐1 for caffeine and 7.9  109 cm2∙s‐1 for testosterone. 
Figure 4.4. Examples of the [14C] dose distribution profiles on skin for ZnPT in aqueous vehicles containing 1% CMC (Panels A and 
C, dose 0.21 g/cm2) and 1% body wash (Panels B and D, dose 0.11 g/cm2).  Panels are arranged as in Fig. 4.3.  The diffusivities 
extracted from these data were D = 0.94  109 cm2∙s‐1 for the CMC solution and 9.2  109 cm2∙s‐1 for the body wash. 
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whereas a drop of surfactant solution or ethanol  instantly spread on the skin surface.   This difference 
may be understood  in  terms of  the  skin’s critical  surface  tension of 27.5 ± 2.4 dyne/cm  [171].   Rapid 
wettability and evaporation of the ethanolic vehicles  led to tangential (or Marangoni) flow on the skin 
surface with observable maximums in solute concentration around the border of the solvent front (Figs. 
4.1D  and  4.).    Following  a  time  lapse,  diffusion  corrected  this  concentration  gradient  and  the 
distributions regained a normal distribution (Figs. 4.1E and 4.3).  
       The effective  lateral diffusion coefficients  (D) measured by  this method are  summarized  in Table 
4.2.   Nearly  identical D values were observed  for  the eight  intra‐sample  radii, confirming  that  lateral 
diffusion  was  isotropic  within  the  precision  of  the measurements.    Significant  vehicle  effects  were 
observed for ZnPT (p < 0.001).  Figure 4.5 shows effective D values plotted versus the applied dose.  D 
values for testestosterone (p < 0.001), caffeine (p <  0.01) and ZnPT in the surfactant solution (p < 0.05) 
exhibited  significant  dose  dependencies, whereas  ZnPT  in  the  aqueous  solution  remained  relatively 
constant over the dose range.  These patterns will be discussed later.  
Table 4.2. Mass coverage and effective lateral diffusion coefficients on skin (D) for radioactivity associated with the three test 
compounds. 
  Vehicle  Calculated  Msat 
(µg/cm²)a 
Mass Coverage 
(µg/cm²)b 
Average  D 
× 109(cm²/s)c 
Caffeine  50:50 (v/v) Ethanol‐water  15  1.8 ± 0.4  2.7 ± 0.4 (3) 
  100% Ethanol    5.7 ± 1.5  3.7 ± 0.1 (4) 
  50:50 (v/v) Ethanol‐water    6.5 ± 0.5  3.29 ± 0.04 (3) 
  50:50 (v/v) Ethanol‐water    21.8 ± 1.0  2.2 ± 0.6 (6) 
Testosterone  100% Ethanol  0.19  0.24 ± 0.01  3.0 ± 0.3 (3) 
      0.85 ± 0.10  7.8 ± 1.2 (5) 
      4.42 ± 0.01  0.31 ± 0.11 (2) 
      22.1 ± 4.6  0.15 ± 0.03 (3) 
ZnPT  Water (1% w/v CMC)  0.011  0.023 ± 0.001  0.85 ± 0.14 (3) 
      0.20 ± 0.01  0.88 ± 0.05 (3) 
      1.7 ± 0.2  1.3 ± 0.4 (3) 
  Water (1% w/v body wash)    0.021 ± 0.001  6.2 ± 0.5 (3) 
      0.11 ± 0.01  6.2 ± 2.8 (3) 
      1.3 ± 0.4  3.7 ± 0.9 (5) 
a Equation 1. 
b Mean ± SD = mass (µg) by LSC/surface area (cm²) of the dose. 
c Mean ± SD (# of replicates).  
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4.4 Discussion 
The transverse permeability of human skin to caffeine and testosterone has been widely studied [92]; 
representative values are given in Table 4.3.  Similarly, the dermal absorption of various constituents of 
ZnPT has been measured [30, 31].   For all three compounds the SC can safely be considered to be the 
rate‐limiting barrier to molecular absorption [172].  However, ZnPT is typically deposited on the skin as 
slowly‐dissolving particles; therefore mass transport is likely to be dissolution rate‐limited for doses that 
exceed its low solubility in the upper SC.  Application of the test compounds at levels below and above 
their  estimated  saturation  doses  in  the  upper  stratum  corneum  allows  one  to  distinguish  between 
diffusion‐limited and dissolution‐limited kinetics.   
Lateral diffusivities (D) measured in this study represent lateral transport in the SC as observed by 
the emission of ‐radiation  from the skin surface.   Signal attenuation occurred within the SC over the 
time course of the measurements (see Appendix B Fig. B4), therefore the calculated D values reflect a 
Figure 4.5. Dose‐effect  curves  for  the  individual  lateral diffusivity data  summarized  in  Table 4.2 as  low, mid, and high dose
ranges. 
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weighted average across the tissue.   They may be compared with transverse diffusivities  (D)  inferred 
from  previous  studies  or models  thereof,  recognizing  however  that  the  latter  values  also  represent 
average diffusivities across the full thickness of the SC, in this case an equally weighted average.  Before 
doing this, however, we turn to the question of which of the several values of D shown in Table 4.2 and 
Fig. 4.5 best represent the true value.  It is evident that the effective value is a function of dose for some 
treatments, i.e. testosterone, caffeine, and ZnPT in an aqueous 1% body wash solution.  For others (ZnPT 
in water with 1% CMC) D is essentially independent of dose.  These results may be understood, in part, 
by comparing the dose with Msat, the theoretical amount of compound required to saturate the upper 
layers of the SC [160].  These values are shown in Table 4.2.   
For  testosterone  several of  the doses  tested  substantially  exceeded  the  calculated Msat  value of 
0.19 µg∙cm2.  Observed D values fell monotonically with increasing dose for doses above 0.24 µg∙cm2 
(Fig. 4.5A).  It is likely that this trend reflects an increasing proportion of precipitated testosterone, and 
that transport in this regime is dissolution rate‐limited.  At the lowest dose tested (0.24 ± 0.01 µg∙cm2) 
the observed D value for testosterone showed a significant decrease from the value at 0.85 µg∙cm2 (p = 
0.001).   From a  solubility perspective,  this decrease  is unexpected.   A plausible  interpretation of  this 
feature  is that the decrease reflects reversible binding of the solute to keratin or other proteins within 
the  tissue.   Hansen et al.  [127]  report a  saturable binding  isotherm  for  testosterone  in delipidized SC 
with a  saturation concentration of 50 µg∙mL1, equivalent  to a 0.78 µg∙cm2 dose  in  this  study, and a 
Nernst  coefficient,  Ksc,dry/don,  of  approximately  20.    In  intact  SC with  a  full  contingent  of  lipids,  this 
reversible  binding  process  is  likely  dominated  by  interactions  between  the  lipophilic  testosterone 
molecules  and  extracellular  proteins  of  the  cornified  cell  envelope  [127].    Conversely,  the  aqueous 
solubility of caffeine enables partitioning into the corneocytes and subsequent partitioning back into the 
lipid phase [Kcor/lip = 2, [173]] due to negligible binding with keratin [127]. D values for testosterone at 
low doses are higher than those observed for caffeine, similar to transverse diffusivities [94, 95].  Slightly 
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lower diffusivities were detected  for caffeine  in  the dose  range 20‐23 µg∙cm2  than  in  the  range 1‐10 
µg∙cm2.  This difference may signal the approach to dissolution rate‐limited kinetics, as the higher doses 
exceed the calculated Msat value of 15 µg∙cm2. 
The  observed  D  values  for  [14C]‐ZnPT  are  harder  to  understand.    The  radiocarbon  label  was 
substantially more mobile when  the compound was dosed  from a surfactant solution  (1% body wash) 
than when dosed  from  a  carboxymethylcellulose  solution.    It  is possible  that  increased  solubilization 
and/or dissociation of the ZnPT (22 ± 2 PPM at pH = 6.8 and 36 ± 4 PPM at pH = 5.3 for 1% CMC and 1% 
body wash solutions, respectively) played a role in the observed result.  An alternative hypothesis is that 
a layer of residual surfactant (h ~ 2 µm, for sodium lauryl sulfate) on the skin surface provides a route for 
enhanced  lateral  diffusion.    The  pattern  of  decreasing  D with  increasing  dose  for  this  formulation 
supports  a  dissolution  rate‐limited  transport  process,  as  already  proposed  for  testosterone  at  high 
doses.  If the formulation difference is merely a consequence of surfactant effects on skin permeability, 
D  should be  constant across  the dose  range.    Furthermore,  transverse  skin permeation experiments 
with [14C]‐ZnPT in these formulations (data not shown) do not support a barrier disruption hypothesis.  It 
is  not  possible  to  discern,  from  these  observations,  the  nature  of  the  diffusing  species.    Based  on 
Klassen’s work with  [65Zn]‐ and  [14C]‐labeled ZnPT  [28]  it  is  likely  that  the primary diffusing moiety  is 
pyrithione  or  reaction  products  thereof  rather  than  intact  ZnPT.    It  is  evident  that  the  diffusing 
components travel laterally on the skin at a rate comparable to the skin permeable compounds, caffeine 
and testosterone, when ZnPT is dosed at low concentrations from a surfactant solution.  This transport 
may well impact antimicrobial bioavailability and activity on skin. 
Table  4.3  shows  a  comparison  of  the  experimental  lateral  diffusivity  values  (D)  in  the  SC with 
transverse diffusivities (D) for partially hydrated skin derived from the microscopic model of Wang et 
al.  [94,  95].    The  salient  feature  arising  from  this  comparison  is  that  D  >>  D  in  all  cases.    Two 
alternatives are presented for ZnPT – one calculated by assuming ZnPT is the diffusing species, the other 
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assuming pyrithione is the diffusing species.  The ratio D/D ranges from 2100 for caffeine to 2900 for 
testosterone.    For  ZnPT  the  ratio  varies  from  250‐5600,  depending  on  the  formulation  and  the 
assumption made regarding the diffusing species.  If we assume that the ratio for ZnPT should fall within 
the range of the reference compounds, we can infer that ZnPT remained intact when dosed from the 1% 
CMC solution whereas pyrithione was likely the diffusing species following deposition from the 1% body 
wash.  Lateral diffusion of  these  solutes  in  the upper  stratum corneum  is evidently much  faster  than 
transverse diffusion across the tissue. 
Table 4.3. Experimental lateral diffusivities, D (exp), and model‐derived [94, 95] transverse diffusivities, D (calc), for permeants 
in human stratum corneum. 
Compound  			ࡰ	ሺࢋ࢞࢖ሻ
ൈ ૚૙ૢ, ࢉ࢓²࢙ି૚ 
ࡰ ሺࢉࢇ࢒ࢉሻ
ൈ ૚૙ૢ, ࢉ࢓²࢙ି૚ 
ࡰ	ሺ܍ܠܘሻ
ࡰ	ሺ܋܉ܔ܋ሻ 
Caffeine  3.7a  0.0018  2100 
Testosterone  7.8a  0.0027d  2900 
ZnPT  1.3ab, 6.2ac 0.0011  1200, 5600 
Pyrithione  1.3ab, 6.2ac  0.0051  250, 1200 
a Average ܦ values for the dose range that yielded maximum diffusivity. 
b ZnPT in 1% CMC (aq.). 
c ZnPT in 1% body wash (aq.). 
d Calculated from the model‐derived diffusivity in the lipids (Dlip) instead of using composite DSC.  See Appendix D for details. 
 
The  lateral  diffusivities  determined  in  this  study  are  of  the  same  order  of magnitude  as  those 
estimated for other permeants in human SC by IR imaging [134] and FRAP [133] methods.  In the former 
study, D values were estimated to be in the range (3‐10)  109 cm2s1 for perdeuterated oleic acid and 
100  109 cm2s1 for perdeuterated dimethyl sulfoxide  (DMSO).   The predicted transverse diffusivities 
for  these compounds  in partially hydrated SC according  to Wang et al.  [94, 95] are D = 0.013  109 
cm2s1 and 0.011  109 cm2s1, respectively, yielding D/D  ratios of 230‐780 for oleic acid and > 9000 
for DMSO.  In the second study [133], the estimated D value for Rhodamine B in fully hydrated SC was 
found be  in the range  (3‐6)  109 cm2s1, depending on the model used to  interpret the  fluorescence 
recovery data.  The predicted transverse diffusivity of this compound in fully hydrated SC is 0.017 109 
cm2s1 [94, 95], yielding a D/D ratio of 170‐340.  Consequently, both the IR imaging and FRAP studies 
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support the present finding that lateral diffusion of low molecular weight permeants in the upper SC is 
much faster than transverse diffusion through the tissue.   
How can  these differences be understood?   Microscopic  transport models,  including Wang et al. 
[94, 95], predict diffusion  in  the SC  to be anisotropic due  to  the high aspect  ratio of  the corneocytes 
combined with  large  differences  between  the  corneocyte  and  lipid  phase  properties.    If  transverse 
hopping  across  lipid  bilayers  is  rate‐limiting,  as  is  the  case  in Wang  et  al. Model  2,  then  one would 
expect D to be greater than D due to the greater number of bilayers that must be crossed per unit of 
distance traveled.  It is shown in Appendix D that the ratio D/D should be approximately equal to the 
corneocyte aspect ratio of 37.5.  However, the values of D/D appearing in Table 4.3 or estimated from 
the results of Zhang et al. [134] are much larger.  Based on the deposition depth concept introduced in 
Ref. [160],  it seems possible that the upper  layers of the SC are more permeable than the bulk of the 
structure due to depletion of the  intercellular  lipids associated with desquamation or perhaps – more 
subtly – to phase changes in the lipid bilayers [124, 174].  This would lead to more rapid lateral transport 
in the upper SC than predicted from models based on transverse permeation through the tissue.  To test 
this hypothesis, we conducted a preliminary  study on  the  lateral  transport of  [14C]‐caffeine deposited 
onto SC that had been tape‐stripped five times with Scotch® Magic™ Tape (cumulative weight removed 
= 0.44  0.11 mg/cm²).  The dose was 13.3  1.8 g/cm2 deposited from a 50:50 ethanol‐water vehicle.  
Eight  replicates  conducted  on  tape‐stripped  SC were  compared  to  five  replicates  on  undamaged  SC, 
selected from three skin donors.  The measured diffusivities were D  = 1.8  0.5 cm2/s for tape‐stripped 
SC  and  2.3    0.3  cm2/s  for  undamaged  SC.    The  27  %  reduction  of  D  in  tape‐stripped  SC  versus 
undamaged SC was statistically significant (p < 0.05), yet it failed to explain the nearly 40‐fold difference 
between the model prediction and experimental value  for D.   Given  that other groups  [133, 134] are 
also finding high values for D,  it seems the assumption  inherent  in Wang et al.’s Model 2 that six  lipid 
bilayers per corneocyte must be crossed during  lateral transport may be  in error.   Perhaps nature has 
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not optimized the barrier for lateral transport in the SC, unlike that for transverse diffusion; i.e. there is 
no  clear  evolutionary  advantage  gained  by minimizing  lateral  transport.   More  details  regarding  this 
preliminary tape‐stripping study can be found in Appendix E. 
The permeants studied by Zhang et al. [134] are known skin penetration enhancers, which may also 
contribute to their high lateral diffusion rates.  DMSO, in particular, is thought to modify the structure of 
both the protein and lipid components of SC [134], thus could be a powerful enhancer even in the lipid‐
depleted, desquamating  skin  layers.   Finally, as noted by Zhang et al., both oleic acid and DMSO are 
liquids and may be subject to “wicking” across the skin surface before penetrating, accounting for the 
higher  transport  rates  observed  for  oleic  acid  in  furrowed  (or  “glyph”)  regions  of  the  skin  surface.  
Neither the penetration enhancer nor the wicking phenomenon is likely to apply to the three permeants 
in  the  present  study,  lending  support  to  the  premise  that  depletion  of  the  lipids  in  the  upper  SC  is 
responsible for the high observed rates of lateral diffusion.  
4.5 Conclusions 
Quantitative  radioluminographic  imaging  provides  an  effective  method  of  measuring  the  lateral 
transport of  radiolabeled compounds on  the surface of human  skin ex vivo.   For  topical antimicrobial 
compounds  like ZnPT that exert their action on the skin surface,  lateral diffusivity can be an  important 
determinant of  therapeutic effectiveness.   The high D/D  ratios estimated  in  this  study  suggest  that 
ZnPT or a product  thereof  is able to migrate  laterally on the skin surface and exert a biological action 
prior to transdermal permeation.   These results may help to explain why ZnPT  is an efficacious topical 
antimicrobial with a favorable safety profile. 
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5 Evaluation  of  the  Topical  Bioavailability  of  ZnPT:  Formulation  and 
Sebum Effects on Lateral Diffusivity in Skin 
5.1 Introduction 
Routine‐use of antibacterial soaps and body washes has long been considered a prophylactic treatment 
to mitigate the spread of infection and disease.  While the detergent action of soap and water alone is 
capable  of  physically  removing  dirt  and  dislodgeable microbes  from  the  skin  surface  [50],  persistent 
activity  against  infectious  pathogens  is  achievable  if  topical  biocides  are  retained  on  the  skin  [40].  
Potential health risks, including cross‐resistance to antibiotics [51‐54] and endocrine disruption [55, 56], 
have been associated with  the  two most prevalent  topical antimicrobials used  in consumer products, 
triclosan and  triclocarban.   As a  result, current  regulations  for OTC  skin antiseptics now propose  that 
manufacturers  provide  data  demonstrating  superior  efficacy,  in  addition  to  long‐term  safety,  of  the 
bioactive over non‐antibacterial soap and water [65].  The clinical efficacy of these products is a product 
of  the  intrinsic  biocidal  activity  and  efficient  delivery  of  the  antimicrobial  to  the  therapeutic  site  of 
action.  Functionality profiles have already been established to demonstrate the antimicrobial activities 
and biocidal modes of action for many of the skin antiseptic compounds currently  in use.   Conversely, 
details regarding the topical bioavailability of these actives need to be clarified to establish the spatial 
and  temporal  distribution  of  residual  concentrations  on  the  skin  surface  in  relation  to  pathogenic 
microorganisms.  The present study is directed at elucidating the topical bioavailability of zinc pyrithione 
(ZnPT), a broad‐spectrum biocide that is FDA‐approved to treat dandruff and seborrheic dermatitis, but 
is also of interest as a routine topical antimicrobial agent [47, 48]. 
ZnPT has long demonstrated superior substantivity over other topical antimicrobials with adequate 
persistence on  the  skin  following depositions  from a variety of  surfactant vehicles  [40] and  shampoo 
matrices [39].  More recently, the size, shape [73] and surface coating [97] of cosmetic grade ZnPT have 
been  optimized  to  enhance  the mass  coverage  of  ZnPT  particles  on  the  skin  following  rinsing while 
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maintaining product concentration at  the monographed  level of 0.3‐2%  for  rinse‐off  formulations  [5].  
The spatial proximity of the slowly dissolving particles  in relation to pathogens  localized  in the stratum 
corneum (SC) [40] and follicular infundibulum [10, 39, 66] is an important factor determining the topical 
bioavailability  of  ZnPT.    Ideally,  the  spatial  distribution would mirror  that  of  the microorganisms  or 
demonstrate dissolution and mobility on the skin surface in order to exert activity prior to desquamation 
or the physical removal of the material.  Recent advances in coacervate technology have optimized the 
performance of ZnPT shampoo formulations by enhancing deposition and the  long‐term bioavailability 
of  the particles  in  the superficial  layers of  the SC and providing more efficient delivery  to  the  follicles 
[10, 39, 66].    Incorporation of zinc carbonate  into the shampoo formulations was shown to potentiate 
this effect and biocidal activity by decreasing particle agglomeration thereby enabling dispersed surface 
coverages  of  particulates  capable  of  reaching  the  lower  infundibular  regions  [10].    Percutaneous 
absorption measurements of ZnPT in shampoos and other formulations have also established the ability 
of ZnPT to persist on the skin surface [27‐31].   Transverse diffusion  in this case would be a sequella to 
ZnPT  substantivity  by  reducing  the  topically  available  concentration  and  increasing  systemic  loading.  
Lateral diffusion, on  the other hand, has  the potential  to  improve  the  safety and efficacy profiles  for 
ZnPT by facilitating mass transport to the microanatomical locations of the microorganisms, e.g. crevices 
between the scales of the uppermost layer of the corneocytes [67] or follicular orifices [175], while also 
providing a competitive transport mechanism to percutaneous absorption.  This concept was previously 
discussed  in  Chapter  4  when  comparing  the  effective  lateral  diffusivities  (D) measured  by  a  novel 
radioluminographic imaging technique with the transverse diffusivities (D) derived from computational 
models [94, 95].   
In  this study we measured  the  impact of  formulation and endogenous sebum on  the dissolution, 
molecular  speciation  and  subsequent  D/D  ratios  for  ZnPT  to  help  explain  variability  in  clinical 
performance  [21,  73].   Despite  the  extensive  number  of  studies  that  have measured  the  transverse 
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diffusion of ZnPT in response to formulation effects (cf. Chapter 2 and references therein), trends in the 
transport  rates  have  not  been  unequivocally  determined.    In  one  study,  an  agar  diffusion  assay 
demonstrated that the presence of sebum was inconsequential to the biocidal potency of ZnPT [62].  On 
the other hand,  the  influence of sebum on mass  transport  in  the skin  is  limited  to one  tape‐stripping 
study  evaluating  transverse  permeation  [176];  no  data  are  available  for  sebum  effects  on  lateral 
diffusivity (D).  Preliminary vehicle effects on D for ZnPT were presented in Chapter 4 for two aqueous 
solutions containing 1% carboxymethylcellulose (CMC) or 1% buffered body wash.  The goal of this study 
is to employ the method developed in Chapter 4 to obtain a multi‐donor comparison of the measured D  
values for a wider variety of aqueous solutions and suspensions containing [14C]ZnPT.  The formulations 
included in this study were deionized water, 1% buffered (100 mM acetate, pH 5.3) body wash and 1% 
alkaline  (pH 10.3) soap.   These doses were repeated  for SC specimens supplemented with an artificial 
sebum  layer to mimic clinically relevant exposure scenarios for ZnPT deposited on sebum‐rich areas of 
the skin [177].  The addition of zinc carbonate to the three solutions was also evaluated for its effect on 
D values.    In an additional subset of experiments, D values were measured  for  the  radiocarbon  label 
associated with  [14C]ZnPT  that was  likely dissociated  to yield  free pyrithione  in  its neutral and  ionized 
states or oxidized to dipyrithione.   While all pyrithione species are microbiologically active, ZnPT  is the 
most efficacious pyrithione biocide for topical use in personal cleansing products [22, 72, 73].  In order 
to optimize the clinical performance of ZnPT, it is important to understand how formulation and sebum 
influence  the  molecular  speciation  and  subsequent  interactions  of  the  antimicrobial  with  the  skin 
surface  environment.    Quantitative  evaluations  of  these  effects  on  D  values  provide  a  hitherto 
unavailable  test  of  these  details.    By  establishing  the  spatial  and  temporal  distribution  of  residual 
concentrations on the skin surface, compared to amounts that have penetrated into the skin, the topical 
bioavailability of deposited  ZnPT  can be examined.   These measurements  could help  interpret which 
pyrithione  species may be diffusing  so  that  antimicrobial  formulations  can be optimized  to minimize 
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molecular  transformations  and maximize  therapeutic  effectiveness.    Caffeine  and  testosterone were 
used  as  reference  compounds  to  assess  the  influence  of  sebum  on  D  values  for  hydrophilic  and 
lipophilic compounds, respectively.  
5.2 Materials and Methods 
5.2.1 Materials 
Split thickness human cadaver skin, dermatomed to a nominal thickness of 300 µm, from the posterior 
torso or posterior leg of donors 35‐64 years old was obtained from the New York Presbyterian Hospital 
Skin Bank (New York, NY).  This work with de‐identified human tissues was considered by the University 
of Cincinnati Institutional Review Board to be exempt from human subjects regulations.  [1‐Methyl‐14C]‐
caffeine  (99%  pure  55  mCi/mmole  in  ethanol),  [4‐14C]‐testosterone  (99%  pure  53  mCi/mmole  in 
ethanol),  and  carbon‐14  autoradiographic  standards  (0.00971‐229  nCi/mm²)  were  purchased  from 
American Radiolabeled Chemicals, Inc. (St. Louis, MO).  Solid [14C]‐ZnPT (95% pure 0.54 mCi/mmole and 
96% pure 149 mCi/mmole) was synthesized by Lonza Group Ltd. (formerly Arch Chemicals).  Acetic acid 
(≥ 99.7%),  chloroform  (≥ 99.9%), hydrochloric acid  (1 M,  standard  solution), hydrogen peroxide  (30% 
w/w in water), lithium sulfate (≥ 98%), Kodak® Intensifying Screen Cleaner, oleic acid (> 99%), potassium 
chloride (> 99%), potassium hydroxide (0.1 M, standard solution), Dulbecco’s phosphate buffered saline 
(PBS), sodium acetate  trihydrate  (≥ 99.5%), sodium carboxymethyl cellulose  (average MW ~ 250,000), 
sodium chloride  (> 99%),  sodium  sulfate  (anhydrous,  ≥ 99%),  type  II‐S  trypsin  from porcine pancreas, 
type  II‐S  trypsin  inhibitor  from  soybean were purchased  from Sigma‐Aldrich® Co.  LLC  (St.  Louis, MO).  
Basic zinc carbonate was purchased from Spectrum Chemical Manufacturing Corp. (New Brunswick, NJ).  
L‐ascorbic  acid  (≥  99%),  ethyl  acetate  (HPLC  grade),  methanol  (optima  grade),  9‐diethylamino‐5H‐
benzo[α]phenoxazine‐5‐one  (Nile  red),  sodium  iodine  (crystalline), and  sulfuric acid  (0.1 N), and  thin‐
layer chromatography plates (Redi‐Plate, 250µm Silica G) were purchased from Thermo Fischer Scientific 
Inc. (Pittsburg, PA).   Soluene‐350® and Ultima Gold® XR scintillation fluid were purchased from Perkin‐
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Elmer  Life  Sciences  (Boston, MA).    Compressed  nitrogen  gas  (ultra‐high  purity) was  purchased  from 
Wright  Brothers  Inc.  (Cincinnati,  OH).    DI  water  was  prepared  using  a Milli‐Q®  purification  system 
(Millipore Corporation, Billerica, MA).  Ivory® Original Scented Body Wash and Filippo Berio® Extra Light 
Tasting Olive Oil were purchased commercially.   The Storage Phosphor Screen (BAS‐IP MS 2025 E) was 
purchased from GE Healthcare Life Sciences (Buckinghamshire, UK). 
5.2.2 Preparation of stratum corneum samples 
Split‐thickness  skin  specimens were  stored  at  80°C  in  Roswell  Park Memorial  Institute  (RPMI)‐1640 
solution  preserved  with  oxacillin  sodium  and  gentamicin.    Isolation  of  SC  was  completed  by  heat 
separation and enzymatic digestion using the procedure outlined  in Chapter 4.   SC specimens, cut  into 
approximately  1.5  cm²  pieces, were  dried  flat  on  plastic microscope  slide  coverslips  and  stored  in  a 
desiccator containing Drierite® at 20°C for a maximum of six months to maintain skin integrity.  Prior to 
use,  the  SC was  equilibrated overnight  at 32˚C  in  the  vapor phase over  a  closed  vessel  containing  a 
saturated aqueous solution of  lithium sulfate.   This procedure yielded a relative humidity of 85% [165, 
166], which  is anticipated to hydrate the SC to the average  in vivo water content of 30%  (w/w) [165].  
The  temperature was maintained by placing  the vessel  into an Air‐Shields  Isolette C100 QT‐EC  infant 
warmer incubator (Eaton® Corporation, PLC; formerly Vickers®).   
5.2.2.1 Deposition of an artificial sebum film  
In order to simulate mass transport on sebum‐rich areas of the skin, a thin film of artificial sebum was 
spray  coated onto SC  substrates  for  the  indicated doses.   To accomplish  this, a  synthetic  sebum was 
atomized  onto  the  skin  surface  using  a  pneumatic  oil  nebulizer  (Model  180,  DeVilbiss  Healthcare, 
Somerset, PA).  A 70:30 (w/w) mixture of olive oil and oleic acid was formulated as a simple composition 
to mimic  the  high  triglyceride  and  free  fatty  acid  content  present  in  native  sebum  [178].    Another 
criterion  that  factored  into  selecting  this  artificial  sebum  composition was  that  it  remains  liquid  at 
ambient temperature to help ensure uniform depositions and also prevent the nebulizer from becoming 
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clogged.  During the application to the SC, the sebum was maintained at an in vivo temperature of 37 ˚C 
by placing the nebulizer  inside a water  jacketed beaker connected to a circulating thermostated water 
bath.  The spout of the nebulizer was fit with a 5 mm wide nozzle and situated 4 cm away from the SC 
substrate to provide a wide spray diameter to adequately cover the skin surface area. 
 A Zeiss LSM 710 Meta Confocal Microscope equipped with an inverse Axio Observer platform was 
used  to  characterize  the deposition patterns of  the  artificial  sebum  films.   Nile  red was  chosen  as  a 
lipophilic fluorescent dye to stain the artificial sebum for visualization and quantification.   Excitation of 
the Nile red fluorophore was achieved using a diode pumped solid state 561 nm laser.  The emitted light 
was  collected  from  566  to  685 nm  to  capture  the  emission maximum  at  630 nm  for Nile  red  [179].  
Fluorescent micrographs were optically segmented  into 0.89 µm horizontal sections at a resolution of 
800 x 800 pixels using a Plan‐Apochromat 20X/0.8 objective.   Approximately 30 z‐stacks were collected 
(range= 22‐46) at an axial resolution of 0.82 µm to span a depth of 25 µm.   
Imaris 3D/4D Imaging Software (Bitplane, South Windsor, CT) was employed to analyze the spatial 
distribution of the  films and deconvolve the  fluorescent  intensities  into segmented, 3‐D  isosurfaces of 
measureable thicknesses.  First, the reflectance channel was removed and the image was smoothed by a 
median filter to reduce noise and preserve the edges of the  image.   To account for attenuation of the 
fluorescence  signal  in  the  deeper  regions  of  the  tissue,  histogram  equalization  was  performed  to 
normalize  the  contrast across  the entire  z‐stack of  images  [180].   A default algorithm was utilized  to 
subtract out the background intensities by applying a Gaussian low‐pass filter and baseline subtraction.    
All voxels above the calculated threshold value were encompassed into a z‐axis‐aligned bounding box to 
yield an isosurface displaying the 3‐D distribution of axial thicknesses. 
5.2.3 Administration of dose solutions  
Crystalline  state  ZnPT  exists  as  a  rigid,  centrosymmetric  dimer  [137]  that  is  commonly  dispersed  in 
complex  aqueous‐based  formulations  due  to  its  sparse  solubility  in  water  (5‐15  ppm)  [31].   While 
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colloidal ZnPT  is chemically stable, the solubilized monomer  is the bioactive molecule that needs to be 
available  for  activity  against  pathogenic microorganisms  [26].    Saturated  [14C]ZnPT  (149 mCi/mmole) 
solutions were prepared  in DI water, 1%  (w/w) buffered  (100 mM acetate buffer) body wash and 1% 
(w/w)  alkaline  soap  according  to  the method outlined  in Chapter  3.    Solutions were diluted  to  yield 
concentrations  that deposited approximately 0.1 µg/cm²  for a 2 µL volume  spotted onto  the partially 
hydrated SC samples.  This deposition amount was chosen to mimic the mass coverage observed in vivo 
on the arms of volunteers treated with a soap solution (E.D. Smith, personal communication).  Solution 
concentrations were  calculated  from  the  surface  areas  of  the  evaporated  doses  (cm²) measured  in 
Chapter 4 using a second‐order edge detection method.    If necessary,  the concentrations of  the dose 
solutions were  adjusted  to  account  for modifications  in  the  surface  energies  of  each  treatment  (i.e. 
wettability on the SC or sebum film).  All dose depositions were repeated thrice for three skin donors in 
the presence and absence of an artificial sebum layer on the SC or an excess of basic zinc carbonate in 
solution  (500:1  ZnCO3  to  ZnPT).    [14C]ZnPT  (0.54 mCi/mmole)  suspensions were  also prepared  in  the 
three aqueous formulations to deposit approximately 2.5 µg/cm² onto the SC.  These depositions were 
performed  to  assess  particulate  dissolution  and  measure  the  subsequent  lateral  diffusivity  in  the 
presence  and  absence  of  an  artificial  sebum  layer.    For  the  DI  water  suspension,  1% 
carboxymethylcellulose (CMC) was added to help prevent sedimentation. 
Chemical  speciation  of molecular  ZnPT  is  likely  to  occur  in  solution  [70]  and/or within  the  skin 
during mass transport [27, 28].  Alterations to the physicochemical properties of the molecule, e.g. size 
and  lipophilicity,  would  consequently  influence  the  lateral  and  transverse  diffusivities;  thus,  ZnPT 
speciation is an important determinant of topical bioavailability.  For comparison of the mass transport 
rates,  [14C]ZnPT  (0.54 mCi/mmole) was prepared  in aqueous  solutions outside  the  stable pH  range of 
4.5‐9.5 to yield high concentrations of free or ionized pyrithione species [140].  As another comparison 
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of  molecular  speciation  effects  on  transport,  [14C]dipyrithione  was  synthesized  from  the  [14C]ZnPT 
material via thiol oxidation.  Details for these preparations can be found in Chapter 3. 
The  [14C]caffeine  and  [14C]testosterone  doses  that  were  used  in  this  study  were  the  solution 
concentrations  that yielded  the highest Dll values  in Chapter 4.   For caffeine,  this was  the 50:50  (v/v) 
ethanol‐water solution that deposited 6.5 ± 0.5 µg/cm² from a 2 µL volume.  For testosterone, the 100% 
ethanol solution that deposited 0.85 ± 0.10 µg/cm² onto SC was used.   
5.2.4 Measurement of the effective lateral diffusion coefficients 
Initial  and  subsequent  dose  distributions  were  acquired  using  the  quantitative  radioluminographic 
imaging method outlined in Chapter 4.  A finite difference scheme was employed to calculate discrete D 
values that describe the outward radial diffusion from circularly symmetric doses applied to SC samples.  
Briefly,  a  storage  phosphor  screen  spatially  collected  the  β‐radiation  emanating  from  the  carbon‐14 
dose  for  0.25‐18  hours,  depending  on  the  specific  activity  of  the  dose.    The  imaging  plate  was 
subsequently  scanned  by  a  Storm  860  (GE  Healthcare  Life  Sciences,  Buckinghamshire,  UK;  formally 
Molecular Dynamics®) phosphorimager using the smallest laser scanning resolution of 50 µm with a 16 
bit pixel depth.   Digital  images were generated that contained spatial (x, y)  information along with the 
emitted  light  intensity  (z) proportional  to  the amount of radioactivity at  that position.    Image analysis 
was  performed  using  the  Analysis  Toolbox Module  of  ImageQuant  TL  v8.1  software.  Concentration‐
distance (µg/cm² vs. cm) plots were prepared from analog signals (PSL/pixel) calibrated with carbon‐14 
autoradiography standards (0.00971‐229 nCi/mm²).  Equidistant pixel concentrations for the eight radii 
of  four  cross‐sectional  lines  were  averaged  for  each  time  point  and  input  into  a  computer  fitting 
program.    The  program  pairs  a  numerical  solution  (Eqs.  4.8‐4.9)  to  the  tridiagonal  set  of  ordinary 
differential equations describing radial diffusion (Eqs. 4.4‐4.7) with a minimization routine drawn from 
Bevington  [170].    Optimized  D  values  were  elucidated  for  each  sample  by minimizing  the  sum  of 
squared residuals between experimental and calculated concentration profiles.   
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The numerical solution describing the outward radial diffusion of solutes from a cylinder  is based 
on  the  assumptions  that  the  SC  is  homogeneous,  lateral  diffusion  is  isotropic  in  the  x,y  plane  and 
transverse diffusion  in  the z‐axis  is negligible.    In order  to assess  the  latter,  the sum of  the calibrated 
pixel  intensities  (nCi/pixel)  used  to  normalize  the  data  were  averaged  and  compared  over  time.  
Intensities  for  succeeding measurements were divided  into  the  initial  intensity  to monitor  the  loss  in 
signal  transmission  that occurs over  time during  the  self‐absorption of  the  β‐radiation by  the  tissue.  
Linear  regression  was  applied  to  the  signal  attenuation  data  to  establish  treatment  effects  on  the 
magnitude of self‐absorption for identical sampling times of 48, 96, and 144 hours post‐dose. 
5.3 Results 
5.3.1 Characterization of the artificial sebum film  
The  spatial distribution and approximate  thicknesses of an artificial  sebum  film  spray  coated onto SC 
were  characterized  by  Nile  red  staining  and  confocal  laser  scanning microscopy  (CLSM).    No  auto‐
fluorescence was detected in the emission spectrum 566‐685 nm for a blank SC specimen; therefore the 
observed  signal  was  for  the  Nile  red  fluorophore  only.      Representative  isosurfaces  displaying  the 
segmentation of the Nile red stain from SC samples are shown in Panels A‐G of Figure 5.1 for increasing 
spray  times.   The associated  statistics of  the axial  thicknesses measured  for  three  sampling areas per 
sample are shown in Figure 5.2.  Inconsistent thicknesses were observed with negligible variability in the 
spray  times.    Furthermore,  a  confluent  film was  not  observed  in  some  areas  of  the  heterogeneous 
tissue.   This result  is  likely attributable to the Nile red  leaching out of the artificial sebum and staining 
the lipid bilayers during the time between application and analysis.   Samples were reanalyzed three and 
seven days post‐application to confirm that the thicknesses of the segmented isosurfaces increased over 
time as the Nile red penetrated  into  the skin.     To ensure that  the variability was not the result of an 
unsatisfactory  deposition method,  the  spray  coating  procedure was  repeated  on  a  solid  polystyrene 
substrate  (critical  surface  tension  ~  33  dyne/cm  [181])  and  analyzed  by  CLSM  (Panel H  of  Fig.  5.1).  
Comparison of Panel E and Panel H of Fig. 5.1 revealed that a confluent film of uniform thickness was 
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Figure 5.1. Imaris images of the segmented isosurfaces for Nile red stained sebum as a function of spray time (A‐G) spray coating
on SC for (A) 3 minutes,  (B) 4.5 minutes,  (C) 6 minutes,  (D) 7.5 minutes,  (E) 8 minutes, F) 10 minutes, and (G) 12 minutes;  (H)
spray coating on solid polystyrene substrate for 8 minutes, and (I) color scale of axial thickness in microns. 
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Figure 5.2. Measured thicknesses of the generated isosurfaces for the artificial sebum films spray coated onto partially hydrated
stratum corneum samples.   The box plots enclose quartiles 1‐3 containing mean and median values  in black and white  lines,
respectively.  Endpoints for the data set are displayed as the “whiskers” with individual outliers plotted as black circles. 
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observed for an eight minute spray on the polystyrene substrate whereas a thinner and heterogeneous 
film was observed for the same coating on skin.   This confirmed that an  impermeable model substrate 
with a critical surface tension similar to skin would be necessary to make meaningful measurements of 
sebum film thicknesses using this method.  
Gravimetric measurements proved  to be a simple and consistent measure of  the artificial sebum 
film thicknesses on partially hydrated SC samples.   A circular deposition area of 1.0 cm² was observed 
for the Nile red stained sebum spray coated onto filter paper in an identical set‐up as the one used for 
the SC samples. This area was determined using the fluorescence mode (blue‐excited 450 nm excitation, 
520 nm long‐pass filter) of the Storm 860 phosphorimager and subsequent measurement of the FWHM 
diameter  of  cross‐sectional  lines  drawn  across  the  spot  using  the  Analysis  Toolbox  Module  of 
ImageQuant TL v8.1 software.   Considering the measured density of 0.69 g/cm3 for the synthetic sebum 
without Nile Red, a deposition of 0.29 mg would be required to achieve a film thickness of 4 µm.   This 
thickness was chosen as a typical amount of the casual levels found on sebum‐rich areas of in vivo skin 
(100‐500 µg/cm² [182] ~ 1.1‐5.5 µm assuming 0.91 g/cm3 density [183]).  The actual amounts that were 
deposited in this study were 310 ± 40 µg/cm² (n = 42) equivalent to 4.3 ± 0.6 µm thick films.   
5.3.2 Sebum effects on the lateral diffusivity of caffeine and testosterone 
Dose  distribution  profiles  were  analyzed  over  time  for  the  reference  compounds,  caffeine  and 
testosterone, topically administered to partially hydrated SC in the presence and absence of an artificial 
sebum  film.    Incorporation  of  the  artificial  sebum  layer  is  expected  to  increase  the  critical  surface 
tension  from approximately 27.5 ± 2.4 dyne/cm,  the value  for  in vivo skin  [171],  to approximately 35 
dyne/cm assuming ideal solution behavior for the 70:30 (w/w) olive oil‐oleic acid composition [184] and 
the  formation of a confluent  film.   While  this change had  little effect on  the  initial distribution of  the 
moderately hydrophilic solute, caffeine (Fig. 5.3), a significant (p = 0.01) increase in the wettability of the 
ethanolic dose containing testosterone was observed on the sebum supplemented SC (Fig. 5.4).   Initial 
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Figure 5.4. Dose distribution profiles for exemplary doses of testosterone topically administered to SC (A/C)  in the absence
and  (B/D) presence of an artificial sebum  layer  (h ~ 4 µm).   Radioluminographic  images are shown  in Panels A‐B with the
associated concentration plots below in Panels C‐D.  Panels A‐D include the corresponding diffusion times equivalent to the
hours after the initial exposure. The diffusivities extracted from these data were D = 9.5  109 cm2∙s‐1 for untreated SC and
17.1  109 cm2∙s‐1 for sebum supplemented SC. 
Figure 5.4. Dose distribution profiles for exemplary doses of caffeine topically administered to SC (A/C)  in the absence and
(B/D)  presence  of  an  artificial  sebum  layer  (h  ~  4  µm).    Radioluminographic  images  are  shown  in  Panels  A‐B with  the
associated concentration plots below in Panels C‐D.  Panels A‐D include the corresponding diffusion times equivalent to the
hours after the initial exposure. The diffusivities extracted from these data were D = 2.7  109 cm2∙s‐1 for untreated SC and
8.6  109 cm2∙s‐1 for sebum supplemented SC. 
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distributions  for  these  two permeants did not exhibit  the Marangoni effect observed  in Chapter 4  for 
the same doses applied to untreated skin specimens from a different skin donor.  This observation may 
be attributable  to variability  in  the biophysical characteristics between  skin donors of different  races, 
ages and the skin region from which the allograft skin was taken [89].   
Qualitative analysis of  the  radioluminographic  images  [Panels  (A‐B) of Figs. 5.3‐5.4]  revealed  the 
characteristic  decreases  in  the  central  pixel  intensities,  from white  to  red  to  blue, with  concurrent 
increases  in the dose circumference as the solute diffused outward from the  initial dose distributions.  
Similarly, the quantitative concentration‐distance curves [Panels (C‐D) of Figs. 5.3‐5.4] demonstrated the 
characteristic  Gaussian  profiles  expected  for  passive  diffusion  in  an  infinite  cylinder  marked  by 
decreases in the peak amplitude and extension in the radial breadth with increasing diffusion time.  The 
outward spreading of the dose as diffusion time progressed was more pronounced  in the presence of 
the artificial  sebum  film  for both permeants as visualized  in  the  images  (Panel B of Figs. 5.3‐5.4) and 
demonstrated by the substantial changes in the dose distribution profiles (Panel D of Figs. 5.3‐5.4). 
The effective D values measured for caffeine and testosterone are summarized in Figs. 5.5‐5.6 and 
Table 5.1.  Nearly identical D values were observed for the two skin donors.  The Marangoni effect that 
was observed  in  the  initial dose distributions  for Donor  1 did not  influence  the measured D  values.  
Supplementation of the SC with an artificial sebum layer significantly increased (p < 0.001) the diffusivity 
of caffeine and testosterone (Figs. 5.5‐5.6).   The measured Dll values for testosterone were significantly  
higher  than  those measured  for  caffeine  in  the  absence  (p  <  0.001)  and  presence  (p  <  0.01)  of  an 
artificial sebum layer (Fig. 5.6).  These patterns will be discussed in Section 5.4.  
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Table 5.1. Mass coverage and effective lateral diffusion coefficients of caffeine and testosterone on skin (D) in the presence 
and absence of an artificial sebum layer. 
 
Skin Donor  Sebum Thickness (µm)a 
Mass  Coverage 
(µg/cm²)b 
Average  D 
× 109(cm²/s)c 
Caffeine  1  0  6.5 ± 0.5  3.29 ± 0.04 (3) 
  2  0  6.7 ± 0.4  3.8 ± 1.1(3) 
  2  3.8 ± 0.2  6.2 ± 0.5  9.5 ± 0.9 (3) 
         
Testosterone  1  0  0.85 ± 0.10  7.8 ± 1.2 (5) 
  2  0  0.91 ± 0.19  7.9 ± 1.2 (3) 
  2  4.3 ± 0.4  1.5 ± 0.5  18.0 ± 2.3 (3) 
a Gravimetrically determined and based on the density and SA of the artificial sebum. 
b Mean ± SD = mass (µg) by LSC/surface area (cm²) of the dose. 
c Mean ± SD (# of replicates).  
 
Figure 5.5. Dose‐effect curves for the lateral diffusivity data in Table 5.1 for (A) caffeine and (B) testosterone. 
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5.3.3 Formulation and sebum effects on the lateral diffusivity of ZnPT 
The first set of skin transport measurements for ZnPT evaluated the influence of formulation and sebum 
on  lateral diffusivity.   The test formulations  included water, 1% body wash, and 1% soap.   These three 
formulations were also applied  to SC  samples with an excess of zinc carbonate  incorporated  into  the 
dose  solutions  or  in  the  presence  of  an  artificial  sebum  layer  on  the  SC  surface.    The  target mass 
coverage for all doses was 0.1 µg/cm² in order to provide meaningful comparisons of the mass transport 
rates for a clinically relevant deposition amount.   
Radioluminographic  images and dose distribution profiles were analyzed over  time  for  the  three 
formulations  and  treatments  (Figs.  5.7‐5.9).   Marangoni  effects were  observed  for  the  deposition  of 
ZnPT from water and 1% body wash solutions on the sebum supplemented SC.  Conversely, these initial 
concentration  gradients  were  observed  for  the  two  1%  soap  solutions  on  untreated  SC  samples.  
Following a time lapse, the soap solution was the only dose that assumed a normal distribution.  
Figure 5.6. Cumulative Dll values for caffeine and testosterone  in the presence and absence of an artificial sebum  layer (h ~ 4
µm).   The presented values correspond to the averages and standard deviations of Dll for the dose ranges that exhibited the 
highest diffusivity (6.5 ± 0.5 µg/cm² for caffeine and 1.1 ± 0.4 µg/cm² for testosterone). 
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Figure 5.7. Dose distribution profiles  in the plane of the skin surface for exemplary doses of ZnPT  in water (A/D) solution only,
(B/E) with an excess of ZnCO3 added to the formulation and (C/F) in presence of an artificial sebum layer (h ~ 4 µm) on the SC.
Radioluminographic  images  are  shown  in  Panels  A‐C  with  the  associated  concentration  plots  below  in  Panels  D‐F.    The
corresponding diffusion times are labeled and are equivalent to the hours after the initial exposure.  The lateral diffusivities (D)
extracted from these data were 0.53  109 cm2∙s‐1 for the solution only, 0.12  109 cm2∙s‐1 for the addition of ZnCO3 and 0.53 
109 cm2∙s‐1 on sebum supplemented SC. 
Figure  5.8. Dose distribution profiles  in  the plane  of  the  skin  surface  for  exemplary  doses  of  ZnPT  in  1%  body wash  (A/D)
solution only, (B/E) with an excess of ZnCO3 added to the formulation and (C/F) in the presence of an artificial sebum layer (h ~
4 µm) on the SC.  Radioluminographic images are shown in Panels A‐C with the associated concentration plots below in Panels
D‐F.  The  corresponding  diffusion  times  are  labeled  and  are  equivalent  to  the  hours  after  the  initial  exposure.  The  lateral
diffusivities (D) extracted from these data were 1.5  109 cm2∙s‐1 for the solution only, 2.4  109 cm2∙s‐1 for the addition of
ZnCO3 and 0.87  109 cm2∙s‐1 on sebum supplemented SC. 
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The effective  lateral diffusion coefficients  (D) measured  for ZnPT  for  the  three  test  formulations 
and  treatments are summarized  in Figs. 5.10‐5.11 and Table 5.2.   Figure 5.10 plots  the D values as a 
function of the applied dose.   D values for ZnPT dosed from all of the water treatments as well as the 
1% body wash dose containing an excess ZnCO3 exhibited significant (p < 0.05) dose dependencies.  For 
ZnPT  in water, a plateau  in the D values was observed near the target dose of 0.1 µg/cm².   Significant 
reductions  in  the  D  values were  observed  for  ZnPT  in water  as  the  doses  decreased  (p  <  0.01)  or 
increased (p < 0.05) from this deposition amount.  In order to elucidate formulation and sebum effects 
for these doses, cumulative D values were interpolated from linear regression to yield equivalent mass 
coverages. 
A multi‐donor  comparison of  the data obtained  from  this  subset of measurements  (Table 5.2)  is 
provided  in Fig. 5.11. The average D value for ZnPT dosed from the 1% soap solution was significantly 
Figure 5.9. Dose distribution profiles in the plane of the skin surface for exemplary doses of ZnPT in 1% soap (A/D) solution only,
(B/E) with an excess of ZnCO3 added to the formulation and (C/F) in the presence of an artificial sebum layer (h ~ 4 µm) on the
SC.   Radioluminographic  images are  shown  in Panels A‐C with  the associated  concentration plots below  in Panels D‐F.   The
corresponding diffusion times are labeled and are equivalent to the hours after the initial exposure.  The lateral diffusivities (D)
extracted from these data were 3.3  109 cm2∙s‐1 for the solution only, 0.66  109 cm2∙s‐1 for the addition of ZnCO3 and 1.3 
109 cm2∙s‐1 on sebum supplemented SC. 
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higher (p < 0.001) than the D values measured for the water and 1% body wash solutions.  When dosed 
from water or the 1% body wash, D values decreased by factors of 4 and 2, respectively, compared to 
the 1% soap.   This equates to ZnPT diffusing twice as fast  in the plane of the skin surface when dosed 
from the 1% body wash compared to water (p < 0.01).  Significant treatment effects were observed for 
ZnPT  in the water and 1% soap dose solutions.    In both  formulations, a significant decrease  in D  (p < 
0.001) was  detected when  an  excess  of  ZnCO3 was  added  to  the  formulation  or when  the  SC was 
supplemented with an artificial sebum layer.  Conversely, these treatment effects were not observed for 
the 1% body wash solution.  
Figure 5.10. Dose‐effect for the lateral diffusivity of ZnPT in (A) water, (B) 1% body wash, and (C) 1% soap.  Linear regression is
plotted if the slopes in the dose response curves were significantly greater than zero. 
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Table 5.2. Mass coverage and effective  lateral diffusion coefficients  (D)  for ZnPT dosed  from  the  three  test solutions  in  the 
presence and absence of excess ZnCO3 or an artificial sebum layer.   
Formulation  Treatment  Sebum Thickness (µm)a 
Mass Coverage 
(µg/cm²)b 
Average  D 
× 109(cm²/s)c 
Water  Solution Only  0  0.10d  1.0 ± 0.1 (8)e 
  Addition of ZnCO3  0  0.10d  0.17 ± 0.06 (9)e 
  Sebum Supplemented SC  4.5 ± 0.4  0.10d  0.62 ± 0.24 (9)e 
         
1% Body Wash  Solution Only  0  0.056 ± 0.014  1.9 ± 0.4 (8) 
  Addition of ZnCO3  0  0.065d  2.5 ± 1.3 (9)e 
  Sebum Supplemented SC  4.7 ± 1.1  0.068 ± 0.013  2.6 ± 1.2 (9) 
         
1% Soap  Solution Only  0  0.13 ± 0.03  3.8 ± 0.7 (9) 
  Addition of ZnCO3  0  0.10 ± 0.04  1.0 ± 0.7 (9) 
  Sebum Supplemented SC  4.1 ± 0.3  0.10 ± 0.02  1.7 ± 0.6 (8) 
a Gravimetrically determined and based on the density and SA of the artificial sebum. 
b Mean ± SD = mass (µg) by LSC/surface area (cm²) of the dose. 
c Mean ± SD (total # of replicates for 3 skin donors). 
d Mass coverage amount that Dll values are interpolated to by the linear regression derived in Fig. 5.15. 
e Interpolated value ± √ۻ܁۳  (# of replicates) 
 
 
Figure 5.11. Cumulative Dll values for the ZnPT data presented in Table 5.3. 
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5.3.3.1 Formulation and sebum effects on the lateral diffusivity of ZnPT suspensions 
The previous  subset of experiments evaluated  the  lateral diffusivity of  the bioactive,  solubilized ZnPT 
molecules or other pyrithione conjugates.    In vivo, a majority of  the ZnPT  is deposited on  the skin as 
solid particulates  that must dissolve prior  to diffusing  in  the plane of  the  skin  surface.    In  this  set of 
measurements, the dissolution of ZnPT particles on partially hydrated skin was qualitatively assessed in 
the presence and absence of an artificial sebum film.  The subsequent diffusivity in the plane of the skin 
surface  was  measured  using  the  same  method  as  the  solutions.    Measurements  were  made  on 
particulate and non‐particulate areas of  the  radioluminographs.     Water, 1% body wash and 1%  soap 
were used as the test formulations to compare with the previous data set to help interpret dissolution 
rate‐limited and diffusion‐limited mass transport rates. 
Radioluminographic  images of  the ZnPT suspensions on SC are shown  in Panels A‐B of Figs. 5.12‐
5.14.   [14C]ZnPT particles are  identified  in these  images as segregated hot spots with circularly defined 
borders.   Due  to  the  high  solubility  of  [14C]ZnPT  in  the  1%  soap  solution  (1534  ±  96  PPM,  Fig.  3.6), 
particles were not visualized  in  the deposition patterns  for  this  formulation  (Fig. 5.14).   The outward 
radial diffusion of solubilized ZnPT  is demonstrated by  the blurring of  the pixel  intensities around  the 
circumference  of  dose  distribution.    Dissolution  and  subsequent  lateral  diffusion  was  qualitatively 
observed for all of the treatments except for the water suspension applied to sebum supplemented SC.  
This  is  likely due  to  the  remarkably high deposition amounts of ZnPT  for  these doses  (12‐150 µg/cm² 
compared to 4‐5 µg/cm² for water on untreated SC).  Following a time lapse, the central pixel intensities 
of the particles deposited from the water and 1% body wash suspensions decreased, as visualized from 
the white to red to yellow color change in the radioluminographs (Panels A‐B of Figs. 5.12‐5.13) and the 
corresponding reduction  in the peak amplitudes  in the concentration profiles (Panels C‐F of Figs. 5.12‐
5.13).  This outcome likely indicates partial dissolution of the particle and subsequent lateral diffusion of 
the  radioactivity over  the  time course of  the measurements.   As expected,  the D values measured  in 
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Figure 5.12. Dose distribution profiles for exemplary doses of ZnPT in a 1% body wash suspension topically administered to
SC  in  the  (A/C‐D) absence and  (B/E‐F) presence of an artificial  sebum  layer  (h ~ 4 µm).   Radioluminographic  images are
shown in Panels A‐B with the associated concentration plots below in Panels C‐F for the particulate (Panels D and F) and non‐
particulate (Panels C and E) dose distributions.  Panels A‐D include the corresponding diffusion times equivalent to the hours
after the initial exposure. The diffusivities extracted from these data were D = 0.94  109 cm2∙s‐1 (Panel C) and 0.064  109
cm2∙s‐1 (particulate, Panel D) for a 3.9 µg/cm² dose applied to untreated SC and 2.4  109 cm2∙s‐1 (Panel E) and 0.030  109
cm2∙s‐1 (particulate, Panel F) for a 1.2 µg/cm² dose applied to sebum supplemented SC. 
Figure 5.12. Dose distribution profiles for exemplary doses of ZnPT in a water (1% CMC) suspension topically administered to SC
in  the  (A/C‐D) absence and  (B/E) presence of an artificial sebum  layer  (h ~ 4 µm).   Radioluminographic  images are shown  in
Panels A‐B with  the associated  concentration plots below  in Panels C‐E  for  the particulate  (Panels D‐E) and non‐particulate
(Panel  C)  dose  distributions.    Panels  A‐E  include  the  corresponding  diffusion  times  equivalent  to  the  hours  after  the  initial
exposure.  The  diffusivities  extracted  from  these  data  were  D  =  0.082    109  cm2∙s‐1  (Panel  C)  and  0.028    109  cm2∙s‐1
(particulate, Panel D) for a 3.7 µg/cm² dose applied to untreated SC and 0.019  109 cm2∙s‐1 (particulate, Panel E) for an 11.5
µg/cm² dose applied to sebum supplemented SC. 
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non‐particulate  areas  of  the  radioluminographs  were  higher  than  in  the  particulate  regions.    On 
untreated skin, D values for non‐particulate ZnPT concentrations  in the water suspension (n = 2) were 
3‐fold higher than the D values for particulate ZnPT (n = 2).  In the 1% body wash suspension, D values 
for  non‐particulate  ZnPT  concentrations  were  18‐fold  (n  =  3)  and  50‐fold  higher  (n  =  3)  than  the 
particulate D values  for untreated  (n = 11) and  sebum  supplemented  skin  (n = 4),  respectively.   We 
surmise  that  these  treatment  effects  are  the  result  of  increased  ZnPT  solubility  and/or  molecular 
speciation  (Chapter 3)  in  the body wash  (62 ± 4 PPM) and  sebum  (95 ± 18 PPM) compared  to water 
containing 1% CMC  (49  ± 4 PPM).    In  contrast  to  the  ZnPT  solutions which demonstrated  significant 
decreases (p < 0.001) in D values for the water and soap formulations applied to sebum supplemented 
skin,  it  appears  that  sebum  increased  the  D  values  for  the  concentrated  ZnPT  suspensions.   More 
replicates of similar deposition amounts are required to deduce formulation and sebum effects on the 
dissolution rate‐limited D values for ZnPT suspensions.  
Figure 5.13. Dose distribution profiles for exemplary doses of ZnPT in 1% soap topically administered to SC in the (A/C) absence
and  (B/D) presence of an artificial  sebum  layer  (h ~ 4 µm).   Radioluminographic  images are  shown  in Panels A‐B with  the 
associated  concentration plots below  in Panels C‐D.   Panels A‐D  include  the  corresponding diffusion  times equivalent  to  the 
hours after the  initial exposure. The diffusivities extracted from these data were D = 1.8  109 cm2∙s‐1 for a 1.3 µg/cm² dose 
applied to untreated SC and 2.4  109 cm2∙s‐1 for a 1.5 µg/cm² dose applied to sebum supplemented SC. 
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5.3.3.2 Lateral diffusivity of pyrithione species 
Dose distribution profiles were  analyzed over  time  for  three  solutions  that  theoretically  yielded  free 
pyrithione, ionized pyrithione, and dipyrithione (Fig. 5.15).  These doses were prepared and analyzed to 
surmise which pyrithione species might be diffusing in the three test formulations used in the previous 
two data  sets.   Based on  the differences  in  the physicochemical properties of  the molecular  species 
(Table 5.3), pyrithione would be expected to traverse the skin more rapidly than ZnPT and dipyrithione.   
The parent ZnPT2 coordination complex would represent the slowest diffusing species of the three.  The 
intermediate ZnPT+ complex ion is predicted to traverse the skin twice as slow as ZnPT2.  
Table 5.3. Physicochemical properties and model‐derived [94, 95] transverse diffusivities of pyrithione species. 
Molecular Species  MW  Log Ko/wa  Sw,
b mg/L 
@ 25C  as (Ǻ)
c  D (calc)
d 
x 1012, cm2s‐1 
ZnPT2  317.7  0.97f  5‐15f 5.1  1.1 
ZnPT+  192.6  ‐1.33g  647,400g  2.7  0.56   
Pyrithionee  127.2  ‐0.30h  170,700h  2.7  5.1 
Dipyrithione  252.3  0.6g  11,300i  4.0  1.6 
a Octanol/water partition coefficient 
b Water solubility 
c Estimated hydrodynamic radius (details provided in Chapter 4) 
d Ref [94, 95] 
e Predominant pyrithione tautomer [142] 
f Ref [31] 
g Ref [185] 
h Ref [157] 
i Ref [186] 
As shown in Fig. 5.15, the central pixel intensities of the three doses considerably decreased, from 
white  to  red  to  blue,  over  the  time  course  of  the  experiment.    The  circumference  of  these  doses 
substantially  increased  as  the  solute  diffused  away  from  the  center.    Quantitative  concentration‐
distance  curves  (Panels  D‐F  of  Fig.  5.15)  assumed  the  characteristic  Gaussian  profiles  expected  for 
passive diffusion of a  finite dose  in an  infinite  cylinder marked by a decrease  in peak amplitude and 
extension of radial breadth with  increasing diffusion time.     The corresponding D values measured for 
these doses are  listed  in Table 5.4 and plotted  in Fig. 5.16. These values are compared to the Dvalues 
for  the  three  test  formulations containing solubilized ZnPT  that were applied  to  the same skin donor.  
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Table 5.4. Mass coverage and effective  lateral diffusion coefficients (D) for ZnPT that has  likely been dissociated or oxidized.  
The D values for ZnPT dosed from the three test solutions on the same donor (Donor 2) are listed for comparison. 
Molecular Species  Formulation  pH  Calculated Msat (µg/cm²)b 
Mass Coverage 
(µg/cm²)c 
Average  D 
× 109(cm²/s)d 
ZnPT  Water  5.9  0.011  0.17 ± 0.06  0.69 ± 0.29 (3) 
  1% Body Wash  5.3    0.051 ± 0.021  2.4 ± 0.3 (3) 
  1% Soap  10.3    0.14 ± 0.01  3.7 ± 0.8 (3) 
           
(HPT)a  0.1 M H,K(Cl)  3  100e  1.4 ± 0.2  6.9 ± 2.6 (3) 
        7.1 ± 1.1  2.4 ± 0.2 (3) 
(PT‐)a  0.1 M K(OH,Cl)  11  100e  2.4 ± 0.7  5.8 ± 0.5 (3) 
           
Dipyrithione  Water  5.9  12  35.4 ± 9.8  3.4 ± 0.3 (3) 
a Assumption based on the pH of the solution [140]  
b Equation 4.1  
c Mean ± SD = mass (µg) by LSC/surface area (cm²) of the dose 
d Mean ± SD (# of replicates) 
e Calculated for thione tautomer (Msat for thiol = 17 µg/cm²) 
 
 
Figure 5.14. Dose distribution profiles in the plane of the skin surface for exemplary doses of ZnPT (A/D) in pH 3 solution, (B/E) in pH 
11  solution  and  (C/F)  oxidized  to  dipyrithione.    Radioluminographic  images  are  shown  in  Panels  A‐C  with  the  associated 
concentration plots below  in Panels D‐F.   The corresponding diffusion times equivalent to the hours after the  initial exposure are 
labeled. The lateral diffusivities (D ) extracted from these data were 9.9  109 cm2∙s‐1 for the pH 3 solution, 5.6  109 cm2∙s‐1 for 
pH 11 solution, and 3.2  109 cm2∙s‐1 for dipyrithione in water. 
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Two  concentrations were  studied  for  the pH 3  solution.   While both doses are below  the  theoretical 
amount  of  solute  required  to  saturate  the  upper  layers  of  the  SC  (Msat,  [160]),  a  moderate  dose 
dependency  (p  =  0.06) was  observed  between  them.  The  saturation  dose  for  pyrithione  (Msat  =  100 
µg/cm²) was calculated using the physicochemical properties of the thione tautomer, the predominant 
pyrithione  species  found  in  solution  [142].    If  instead  the  Msat  value  was  calculated  for  the  thiol 
tautomer, the value  is decreased to 17 µg/cm² which  is closer to the depositions amounts used  in this 
study.   This difference may explain  the decrease  in D values measured  for  the pH 3 solution as mass 
coverage increased.   
Figure 5.15. Cumulative Dll values for the data presented in Table 5.4.
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Among  the  formulations  tested,  the  highest  D  values were  observed  for  the  pH  3  and  pH  11 
solutions  (Fig. 5.16).   At  these pH  levels ZnPT  is prone  to dissociation and  ionization,  respectively,  to 
yield free and ionized pyrithione.  Nearly identical D values were observed for these two dose solutions. 
The D values for the pH 3 solution were significantly higher than those for the water (p < 0.001) and 1% 
body wash  (p < 0.01) ZnPT  solutions.   However,  the difference  in  the average D values  for  the pH 3 
solution and  ZnPT  in  the 1%  soap  (pH 10.3)  solution was  insignificant.   The  average D  value  for  the 
synthesized dipyrithione was also significantly lower (p < 0.05) than that for the pH 3 solution.   
5.3.4 Concurrent permeation of ZnPT during lateral diffusivity measurements 
To simplify the data analysis, we assumed lateral diffusion to be isotropic in the x, y plane and neglected 
transverse  diffusion  in  the  z‐axis.    In  order  to  assess  the  latter,  the  loss  of  signal  transmission  that 
occurred during  the  lateral diffusion measurements was determined  (Figs. 5.17‐5.19).   Assuming  that 
none of the radioactivity evaporated, this signal attenuation would be a measure of the self‐absorption 
of the β‐particles that occurs as the radioactivity diffuses  in the transverse direction and  interacts with 
the deeper SC layers.  Comparison of the signal attenuation at the final time point (t = 144 h) indicated 
that the presence of an artificial sebum layer increased the transverse permeation of caffeine (p < 0.05) 
and testosterone (p = 0.06) (Fig. 5.17).   While  insignificant differences  in the magnitude of permeation 
existed between caffeine and  testosterone on untreated SC;  the presence of  the artificial  sebum  film 
significantly  increased  the  localization of  testosterone  (p = 0.01)  in  the deeper SC  layers compared  to 
caffeine.  Conversely, the presence of the artificial sebum film kept more of the ZnPT doses near the skin 
surface compared to  untreated SC when administered from the water and 1% soap solutions (p < 0.001) 
(Fig. 5.18).   Significant  formulation effects were observed between the  three  test solutions containing 
ZnPT (p < 0.001).  Out of the three test formulations, the 1% body wash formulation penetrated the skin 
the least followed by the 1% soap solution with ZnPT being the most permeable on untreated SC when 
dosed from the water solution.   This observation juxtaposes the lateral diffusivity measurements, with 
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Figure 5.16.  Self‐absorption of  the  β‐radiation  from  the  14C‐doses during  the  transverse permeation of  (A)  caffeine  and  (B)
testosterone on untreated SC (blue) and sebum supplemented SC (red) samples.   
Figure 5.17. Self‐absorption of the β‐radiation from the 14C‐doses during the transverse permeation of ZnPT in (A) water, (B) 1%
body wash and (C) 1% soap topically administered to untreated SC (blue) and sebum supplemented SC (red) samples or in the
presence of excess ZnCO3 in the solution (grey). 
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ZnPT  being  the  least mobile  in  the  plane  of  the  skin  surface when  dosed  from  an  aqueous  solution 
without  surfactants.    Similar  to  the  lateral  diffusivity measurements  of  ZnPT,  significant  treatment 
effects (p < 0.001) existed for the water and 1% soap solutions.  The same trend in lateral and transverse 
diffusivity existed for these two formulations.   In this regard, the following trend was observed for the 
mass  transport  of  ZnPT  dosed  from water  or  1%  soap:  solution  only  >  sebum  supplemented  skin  > 
solution  +  ZnCO3.    Following  the  topical  administration  of  the  1%  body  wash  solution,  negligible 
differences  in  the  permeation  of  ZnPT  were  observed  between  the  untreated  SC  and  sebum 
supplemented SC samples, whereas the dose stayed near the skin surface in both treatments.  However, 
a  large  increase  in  the permeation of ZnPT was observed  for  the 1% body wash  solution  (p < 0.001) 
when an excess of ZnCO3 was added to the solution.  
Considerable variability was observed in the penetration of ZnPT in the test formulations compared 
to the solutions that theoretically administered free pyrithione (pH 3 solution), ionized pyrithione (pH 11 
solution), or dipyrithione to the same skin donor (Fig. 5.19).  Out of all of the formulations tested, ZnPT 
in the 1% body wash solution penetrated the SC the least and the pH 11 solution permeated the most. 
The observed signal attenuation of the radioactivity dosed from the pH 11 solution was identical to the 
[14C]testosterone  dose  on  sebum  supplemented  skin  (36%  loss  in  transmission  after  144  hours  of 
diffusion).  Compared to ZnPT in water, the extent of  skin penetration after 144 hours of diffusion was 
significantly  greater in the aqueous solutions containing dipyrithione (p < 0.05), ionized pyrithione (p < 
0.001), or a high dose of free pyrithione (p < 0.001).  While it was shown that the low dose of 14C‐labeled 
pyrithione in the pH 3 solution yielded higher D values compared to the high dose (p = 0.06), the high 
dose penetrated the SC to a greater extent (p < 0.01).   
Linear  regression demonstrated  that  there was a positive correlation between  the D values and 
signal  attenuation  for most  of  the  treatment  groups  (Fig.  5.20).    The  rate  at  which  the  D  values 
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Figure  5.18.  Self‐absorption  of  the  β‐radiation  from  14C‐doses  during  the  transverse  permeation  of  ZnPT,  free  pyrithione
(assumed in pH 3 solution), ionized pyrithione (assumed in pH 11 solution), or dipyrithione (thiol oxidation product) through the
same skin donor.   
Figure  5.19.  Relationship  between  the  lateral  and  transverse  diffusivities  observed  for  (A)  caffeine  (black)  and  testosterone
(white) and  (B)  ZnPT  in water  (blue),  1% body wash  (grey), and  1%  soap  (red).    Symbol  shapes denote different  treatment
groups.    Linear  regression  is plotted  if  the  slopes were  significantly greater  than  zero  for  the  raw data  (average  values are
plotted).   
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increased  as  loss of  signal  increased was nearly  identical  for  the  reference  compounds,  caffeine  and 
testosterone (Panel A of Fig. 5.20, slope = 2.5, p < 0.05).  However, for the ZnPT treatments (Panel B of 
Fig. 5.20), the slope was 5‐fold higher for the water treatments (slope = 16.7, p < 0.001) compared to the 
1% soap solutions (slope = 3.5, p < 0.001).  This suggests that more of the radioactivity associated with 
[14C]ZnPT  remained  near  the  skin  surface when  dosed  from  the  soap  solutions  and was  available  to 
diffuse  laterally.    However, when  [14C]ZnPT was  dosed  from  the water  treatments,  the  steep  slope 
suggests  that more  time  was  spent  penetrating  through  the  SC  layers  than  diffusing  in  the  lateral 
direction.    D  values  appeared  to  be  independent  of  transverse  permeation  for  the  1%  body wash 
solution containing [14C]ZnPT.  
5.4 Discussion 
The substantive disposition of ZnPT on skin  from rinse off products has previously been quantified by 
the localization of particles on SC [40] and within hair follicles [10, 39].  The amounts of ZnPT that were 
solubilized and available to speciate prior to permeating the skin has also been measured (reviewed  in 
Chapter 2).   Conversely, details on  the dissolution and  lateral diffusion processes  for ZnPT  that would 
occur on the skin after particulate retention and before molecular permeation have remained elusive.  
As the ZnPT particles slowly dissolve on the skin surface, the topical bioavailability is determined by the 
ability of  the active molecules  to  reach  the microorganisms at  therapeutically  relevant concentrations 
and for sufficiently long enough duration to work.  In this study, the spatial and temporal distribution of 
radioactivity  associated with  [14C]ZnPT was measured  in  the  plane  of  the  skin  surface  to  assess  the 
topical bioavailability of  the antimicrobial agent  for clinically  relevant doses.   Formulation and  sebum 
effects on lateral transport were quantified. 
Formulation effects on the measured Dll values for ZnPT solutions are summarized in Fig. 5.11.  Out 
of the three test formulations, the 1% soap solution yielded the highest Dll value.  This outcome is likely 
associated with the substantially higher solubility in the 1% soap formulation (426 ± 63 PPM) compared 
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to the 1% body wash (48 ± 14 PPM) and water (20 ± 3 PPM) formulations (Fig. 3.6).  A strong correlation 
(p < 0.001) exists between  the Dll values and solubility  in  the  formulation, as shown  in Fig. 5.21  for a 
logarithmic fit (r2 = 0.999) of the data.  Polarography experiments have previously shown that all of the 
soluble  ZnPT  concentration  in  a  synthetic  surfactant  solution  was  ionized  (P&G  personal 
communication).  According to the conditional formation constant for ZnPT in soap, the alkalinity of the 
1% soap solution  (pH 10.3) would account  for 99% dissociation and 100%  ionization of ZnPT, yielding 
ionized pyrithione  (Fig. 3.7).   The negative charge on  the  ionized species would  likely  form a salt with 
cations,  e.g.  sodium,  present  in  solution.    The  small  molecular  size  and  hydrophilicity  of  the  free 
pyrithione species (Table 5.3), or its sodium salt, facilitates facile mass transport in skin compared to the 
intact  ZnPT monomers.    This  has  previously  been  shown  by  a  three‐fold  increase  (p  <  0.001)  in  the 
percutaneous absorption of sodium pyrithione compared to ZnPT for identical exposure conditions [30].  
When  the  extent of  ZnPT dissociation  is  reduced by half by  adjusting  the pH of  the  solutions  to  fall 
Figure 5.20. Lateral diffusivity versus solubility profile  for ZnPT applied  to untreated skin.   Non‐linear  regression  is plotted  to
indicate  a  significant  relationship  exists  between  the  two  variables.    While  the  solutions  used  in  the  lateral  diffusivity
measurements were diluted from the saturation limit, the measured solubilities are a good indication that molecular speciation
occurred in the formulation which would in turn affect the physicochemical properties and mass transport rates of the diffusing
pyrithione species. 
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within  the  stable  pH  range  of  5‐9  (Chapter  3),  decreases  in  the  Dll  values  were  observed.    This  is 
exemplified by a 2 or 4‐fold decrease  in the average Dll value for the 1% buffered (pH 5.3) body wash 
and water (pH 5.9) solutions, respectively, compared to the average Dll value for the 1% soap.  According 
to the speciation diagram in Fig. 3.7, the predominant pyrithione species that are present at pH 5.3‐5.9 
are  the 1:1  ZnPT+ monomer  and  ionized pyrithione  species,  each  accounting  for 46‐47% of  the  total 
pyrithione concentration.  An ionic bond is likely to form between the anionic surfactants present in the 
1% body wash  solution  (e.g.  sodium  lauryl  sulfate) and  the positively  charged 1:1 ZnPT+ monomer  to 
stabilize the coordination complex [187].  Alternatively, the sulfate head group of SLS could also act as a 
monodentate or bidentate  ligand  to  form a dative  covalent bond with  the  complex ZnPT+  ion  [188].  
Formation  of  this  ligand  exchange  product  (ZnPT‐SLS,  Fig.  5.21)  could  increase  the  solubility  of  the 
chelate in the lipid bilayers (log Ko/w = 7.23, [157]).  However, mass transport of ZnPT‐SLS is predicted to 
be similar to the less lipophilic ZnPT complex due to its large molecular size (Table. 5.5).  An alternative 
hypothesis  to  explain  the  higher  diffusivity  of  [14C]ZnPT  dosed  from  the  1%  body  wash  solution 
compared to the water is that a layer of residual surfactant (h ~ 1.2 µm for sodium lauryl sulfate) on the 
skin could provide a route for enhanced  lateral diffusion.   This could also be true for the deposited 1% 
soap dose  solution  (h ~ 1.9 µm  for  soap mixture of  sodium  tallowate,  sodium  cocoate, glycerin, and 
water).   
The addition of ZnCO3 to ZnPT test formulations decreased the solubility (Fig. 3.6) and dissociation 
(Fig. 3.7) of ZnPT according to the common‐ion effect and Le Chatelier’s Principle, respectively.  Previous 
conjectures were that the potentiated biocidal potency of ZnPT  in the presence of excess ZnCO3 would 
be the result of an increase in the concentration of the intact, bioactive ZnPT monomer comprised of a 
central zinc ion coordinately bound to two bidentate pyrithione ligands [10, 73].  Instead, it appears that 
the excess  zinc  in  solution  forms a dative  covalent bond with  the abundant  concentration of  ionized 
pyrithione to form the more stable 1:1 ZnPT+ monomer (Fig. 3.7).  In the water and 1% soap solutions, 
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the presence of excess ZnCO3 in solution significantly decreased the lateral diffusion (p < 0.001) and self‐
absorption (p < 0.001) of the [14C]pyrithione moiety compared to the dose solution only.   This result  is 
likely attributable to a decrease  in the concentration of the  ionized pyrithione species and concurrent 
increase in the concentration of ZnPT+ that would traverse the skin less rapidly.  The presence of excess 
ZnCO3 in the 1% body wash solution did not affect the lateral diffusivity. However, ZnCO3 in the 1% body 
wash  did  significantly  increase  the  self‐absorption  (p  <  0.001)  of  the  [14C]pyrithione  moiety.    This 
discrepancy is unexpected for Fickian diffusion which would be exhibited by a proportional relationship 
between  lateral and transverse diffusion, as shown  in Fig. 5.20 for the reference compounds and ZnPT 
dosed  from water or 1%  soap.   Thermodynamically, an  increase  in  the concentration of  the ZnPT‐SLS 
complex could explain  the higher  transverse diffusion.   However, additional  rate‐limiting mechanisms 
may be  involved  in  this  transport process,  i.e. protein binding  in  the SC, and will be  further discussed 
later.   
 Sebum effects on Dll values were  first  investigated using caffeine and  testosterone as chemically 
stable reference compounds.  For testosterone, the doses used in this study (1.1 ± 0.4 µg/cm²) exceeded 
the  theoretical  amounts  of  compound  required  to  saturate  the  upper  layers  of  the  SC  (Msat  =  0.19 
µg/cm²) and saturate  the binding sites on  the extracellular proteins of  the cornified cell envelope  (50 
µg∙mL1  [127]  ~  0.78  µg∙cm2).    This  dose  for  testosterone  yielded  the  highest  average  Dll  value  in 
Chapter 4 similar to the 6.5 ± 0.5 µg/cm² dose that was used in this study for caffeine (Msat = 15 µg/cm²).  
A 2‐3  fold  increase  in  the Dll values  (p < 0.001) was detected  for caffeine and  testosterone when  the 
doses were topically administered to sebum supplemented SC compared to untreated SC samples (Fig. 
5.6).   An  identical  result was observed by  Tsai  et  al.  [176] who measured  a  2‐3  fold  increase  in  the 
transverse diffusion coefficients (D) for 4‐cyanophenol and cimetidine applied to sebum supplemented 
skin  compared  to  untreated  skin  in  vivo.    It  has  been  suggested  that  the  free  fatty  acids  present  in 
sebum,  such  as  oleic  acid,  act  as  penetration  enhancers  by  inducing  lipid  phase  separation  [189]  or 
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increasing  the  fluidity of  the  lateral  sublattices of  the  lipids  in  the  superficial  layers of  SC  [189, 190] 
thereby  reducing  the diffusive  resistance  incurred by  solutes.   Corneocyte contributions  to oleic acid‐
induced  skin  penetration  enhancement mechanisms  have  also  been  established  and  shown  to  be  a 
function of solute hydrophilicity [191, 192].  Delineation of a hydrophilic probe in cadaveric skin by two‐
photon fluorescence microscopy demonstrated potentiated intracorneocyte diffusion in the presence of 
oleic acid whereas an  increase  in  lipid solubility was observed for a  lipophilic probe [191, 192].   These 
mechanistic insights can be used to interpret the higher lateral diffusivities observed in this study for the 
reference compounds applied to SC samples supplemented with an artificial sebum composition rich in 
oleic acid.  For the hydrophilic caffeine molecule, potentiated intracorneocyte diffusion in the presence 
of artificial sebum would  facilitate an  increased rate at which the permeant partitions  into and out of 
the aqueous  intercellular compartment  [Kcor/lip = 2,  [173]] due  to negligible binding with keratin  [127].  
For testosterone, an increase in the lipid solubility would potentiate partitioning kinetics within the lipid 
bilayers  and  potentially  reduce  the  interactions with  the  extracellular  proteins  of  the  cornified  cell 
envelope that are  likely responsible for protein binding [127].   Diffusion‐limited transport would occur 
for  both  permeants,  whereas  partitioning  kinetics  in  the  protein  and/or  lipid  phases  would  be  the 
determinant mechanisms that influence mass transport rates of the hydrophilic and lipophilic molecules, 
respectively. 
Sebum effects on the Dll values measured  in this study for ZnPT solutions are difficult to  interpret 
due to the propensity of the metal chelate to speciate (Chapter 3).   While the presence of sebum was 
inconsequential to the Dll values of ZnPT in the 1% body wash, a two‐fold decrease in the Dll values (p < 
0.001) was observed  for  [14C]pyrithione moiety  in  the water and 1%  soap  solutions applied  to  sebum 
supplemented SC samples compared to untreated SC (Fig. 5.11).  In the 1% body wash, it is unlikely that 
the  stabilized  ZnPT‐SLS  coordination  complex  would  incur  additional  speciation  transformations.  
However,  the  charges  on  the  prevalent  ZnPT+  and  ionized  pyrithione  species  present  in  these 
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formulations may  react with  constituents present  in  the  artificial  sebum  composition  to  form  slower 
diffusing  species.    In  regards  to  the  ionized pyrithione  species, oxidation  is  likely  to occur during  the 
prolonged exposure of  the olive oil  [193], comprising 70% of  the artificial  sebum  composition,  to air.  
This process could generate reactive oxygen species capable of oxidizing free pyrithione to yield the less 
permeable  dipyrithione  species.    Similar  oxidative mechanisms  are  available  in  vivo  during  the  lipid 
peroxidation of endogenous sebum [194‐198] or during the extracellular hyaluronidase activity from P. 
acnes  [199].    Despite  previous  indications  that  ligand  exchange  of  ZnPT  with  free  fatty  acids  is 
improbable [62]; it seems likely that this trend in diffusivity reflects the formation of a slower diffusing 
ZnPT coordination complex containing a constituent present  in  the artificial  sebum composition.   The 
acid dissociation constants for the free fatty acids present in the artificial sebum composition range 4.2‐
5.5  accounting for 54‐94% ionization at the measured pH of the isolated SC samples (5.4 ± 0.3) and 73‐
98% ionization at the pH of the DI water (pH 5.9).  It is plausible that the ZnPT+ complex ion would bind 
to  the deprotonated  carboxyl group of  the  free  fatty acids present  in  the artificial  sebum  in order  in 
order  to  satisfy  the primary valence of  the Zn2+  ion.   Similar  to  the  formation of  the  ligand exchange 
product with SLS,  the  formation of  ionic bond between ZnPT+ and deprotonated oleic acid  (ZnPT‐OA), 
which  is  present  at  high  concentrations  in  the  artificial  sebum,  would  substantially  increase  the 
lipophilicity  (log Ko/w  = 8.43,  [157])  and  size of  the  coordination  complex.   Conversely,  the molecular 
structure  of  ZnPT‐SLS  (Fig.  5.22)  contains  a  linear  aliphatic  chain  to  enable  a  smaller  hydrodynamic 
radius  compared  to  the  branched  chain  in  the  ZnPT‐OA  complex  (Fig.  5.23).    The  corresponding 
physicochemical properties and model‐derived transverse diffusivities [94, 95] for these complexes are 
Figure 5.21. Molecular structure of the theoretical coordination complex formed from the binding of the 1:1 ZnPT+ monomer to
sodium lauryl sulfate (ZnPT‐SLS). 
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listed  in Table 5.5 and can be compared to the properties of ZnPT, free pyrithione, and dipyrithione  in 
Table 5.3.  
Table 5.5. Physicochemical properties and model‐ derived [94, 95] transverse diffusivities of the theoretical ligand exchange 
complexes formed from ZnPT+ binding to sodium lauryl sulfate (SLS) or deprotonated oleic acid (OA). 
 
Simulations of  the systemic absorption over  time  for  the various pyrithione species are shown  in 
Fig. 5.24 for doses that are stoichiometrically equivalent to 0.1 µg/cm² ZnPT.   According to the model‐
derived values  [94, 95], only  the  free pyrithione, dipyrithione, and ZnPT‐SLS concentrations are below 
the calculated dose required to saturate the upper SC layers (Msat). Therefore, mass transport is slower 
for  the  other  pyrithione  species  that  would  incur  dissolution  rate‐limited  permeation  kinetics.  
Additionally, the smaller molecular size of free pyrithione and dipyrithione would facilitate more rapid 
transport  compared  to  ZnPT  and  the  ligand  exchange  products,  ZnPT‐SLS  and  ZnPT‐OA.   While  the 
removal of one of the pyrithione ligands reduced the size of ZnPT, the ZnPT+ complex ion was predicted 
Molecular Species  MW  Log Ko/w ac as b,Ǻ  Msatc,µg∙cm‐²  D (calc)d x 1012, cm2s‐1 
ZnPT‐SLS  456.9  7.23  5.9  0.0041  5.7 
ZnPT‐OA  473.0  8.43  6.4  0.0011  3.6 
a Octanol/water partition coefficient.   
b Estimated hydrodynamic radius.  Details provided in Chapter 4. 
c Ref [157]. 
d Ref [94,95]. 
Figure 5.22. Molecular structure of the theoretical coordination complex formed from the binding of the 1:1 ZnPT+ monomer to 
deprotonated oleic acid (ZnPT‐OA). 
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to  permeate  through  the  skin  to  a  lesser  extent  than  the  parent  compound,  ZnPT2.    This  is  likely 
attributable  to  its positive charge  [200], hydrophilicity  (log Ko/w =  ‐1.3  [157]), and high vapor pressure 
(0.34 Pa at 25˚C [157]) with a predicted 70% evaporation.  Despite the large molecular size of ZnPT‐SLS, 
the  higher  lipophilicity  of  the  surfactant  complex  yielded  a  5  or  10‐fold  increase  in  the  calculated 
amount  of  solute  systemically  absorbed  compared  to  the  1:2  and  1:1  ZnPT monomers,  respectively.  
Conversely, the calculated percutaneous absorption of the ZnPT‐OA was 3 or 1.5‐fold lower than the 1:2 
and  1:1  ZnPT monomers,  respectively.    This  difference  from  the  predicted  values  for  the  ZnPT‐SLS 
product  is  likely  attributable  to  the branched  aliphatic  chain of  the oleic  acid  ligand  resulting  in  size 
exclusion in the lipid bilayers.   
The antifungal activity of molecular ZnPT has been attributed  to  its ability  to  transchelate  in  the 
presence  of  exogenous  copper  to  form  a more  stable  ionophore  to  shuttle  the  bioactive  pyrithione 
entity  across  the  plasma membrane  [22].    According  to  the  Irving‐Williams  series,  the  formation  of 
Figure 5.23. Simulated percutaneous absorption of the various pyrithione species as a function of time for a 0.1 µg/cm² ZnPT 
dose.   
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copper pyrithione  is  favored over  the zinc analog due  to a decreased  ionic  radii and  shorter covalent 
bond  lengths as  the effective nuclear charge of  the central metal  ion  is  increased  thereby maximizing 
the orbital interaction between the metal and thiolate [42].  The stronger the coordination complex, the 
more potent the biocidal activity [43, 44].   While all pyrithione species are microbiologically active, ZnPT 
is  the  safest  and most  efficacious  pyrithione  for  topical  use  in  cleansing  products  due  to  its  potent 
biocidal activity, [72, 73], negligible percutaneous absorption [27‐30, 33] and ionophoric capability [22].  
In order to better understand the specific mechanisms involved in the antimicrobial activity of ZnPT on 
or within skin, it is important to know the amount of ZnPT that remains intact compared to the amount 
which has been dissociated or transformed into another pyrithione species.   
Table  5.6  shows  a  comparison  of  the  experimental  lateral  diffusivity  values  (D)  in  the  SC with 
transverse diffusivities (D) for partially hydrated skin derived from the microscopic model of Wang et 
al.  [94,  95].    Alternative  interpretations  are  available  for  the  calculated  D/D  ratios  for  [14C]ZnPT 
depositions depending on which pyrithione species  is the assumed diffusing solute.   If we assume that 
the ratio for pyrithione species should be close to or fall within the range of 390‐2100, the values for the 
reference compounds, inferences can be made on which molecular species may be diffusing (denoted as 
bold  text).    It  appears  that  the  pH  3  and  11  solutions  likely  yielded  free  pyrithione  as  the  diffusing 
species with D/D ratios of 1300 and 1100, respectively.  As demonstrated in the TLC results (Fig. 3.9), 
there  is good  indication that the dipyrithione species was successfully synthesized and yielded a D/D 
ratio of 1800.  When dosed from water, ZnPT likely remained intact in one of its two monomeric forms 
(ZnPT2 or ZnPT+) during diffusion.  There is good agreement between the D/D ratios presented in Table 
5.6 and the speciation diagrams presented  in Chapter 3 (Figs. 3.7‐3.8) that the ZnPT+ complex  ion was 
present as the diffusing species in water containing an excess of zinc ions.  Similarly, the addition of zinc 
appeared to have prevented dissociation of ZnPT in the alkaline 1% soap solution that more than likely 
yielded  ionized pyrithione as  the diffusing  species  in  the absence of ZnCO3.   Dipyrithione  could have 
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been the diffusing species in all three of the formulations following oxidation within the formulation or 
on  the  skin  surface  in  the absence and presence of  sebum.   The D/D  ratios  suggest  that ZnPT2 was 
diffusing on sebum‐supplemented skin following deposition from water.   Free pyrithione and/or ZnPT‐
OA were likely diffusing on sebum supplemented skin following depositions from the 1% body wash and 
Table  5.6  Experimental  lateral  diffusivities,  D  (exp),  and  model‐derived  [94,95]  transverse  diffusivities,  D  (calc),  for 
permeants in human stratum corneum.  
 
 
			ࡰ	ሺࢋ࢞࢖ሻ
ൈ ૚૙ૢ, ࢉ࢓²࢙ି૚ 
ࡰ ሺࢉࢇ࢒ࢉሻ
ൈ ૚૙ૢ, ࢉ࢓²࢙ି૚ 
ࡰ	ሺ܍ܠܘሻ
ࡰ	ሺ܋܉ܔ܋ሻ 
Caffeine  3.5  0.0018  2100 
Testosterone  7.9  0.020  390 
       
ZnPT2a  1.0b, 1.9c, 3.8d  0.0011  910, 1700, 3500 
  0.17e, 2.5f, 1.0g    150, 2300, 910 
  0.62h, 2.6i, 1.7j    560, 2400, 1500 
ZnPT+a  1.0b, 1.9c, 3.8d  0.00056  1800, 3400, 6800 
  0.17e, 2.5f, 1.0g    300, 4500, 1800 
  0.62h, 2.6i, 1.7j    110, 4600, 3000 
Pyrithionea  1.0b, 1.9c, 3.8d  0.0051  200, 370, 750 
  0.17e, 2.5f, 1.0g    30, 490, 200 
  0.62h, 2.6i, 1.7j    120, 510, 330 
Dipyrithionea  1.0b, 1.9c, 3.8d  0.0019  530, 1000, 2000 
  0.17e, 2.5f, 1.0g    90, 1300, 530 
  0.62h, 2.6i, 1.7j    330, 1400, 890 
       
ZnPT‐SLSa  1.9c, 2.5f, 2.6i  0.0057  330, 440, 460 
ZnPT‐OAa  0.62h, 2.6i, 1.7j  0.0036  170, 720, 470 
       
Dipyrithione in Water  3.4  0.0019  1800 
ZnPT in pH 3 Solution  6.9  0.0051  1300 
ZnPT in pH 11 Solution  5.8  0.0051  1100 
a Assumed diffusing species. 
b ZnPT in water. 
c ZnPT in 1% body wash.  
d ZnPT in 1% soap. 
e ZnPT in water with excess zinc carbonate. 
f ZnPT in 1% body wash with excess zinc carbonate. 
g ZnPT in 1% soap with excess zinc carbonate. 
h ZnPT in water on sebum supplemented SC. 
i ZnPT in 1% body wash on sebum supplemented SC. 
j ZnPT in 1% soap on sebum supplemented SC. 
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1% soap solutions.  The D/D ratios support the hypothesis that ZnPT‐SLS was likely diffusing for all 1% 
body wash treatment regimens (i.e. solution only, addition of ZnCO3, and sebum‐supplemented skin).  
These model‐derived values  indicate that the transverse diffusivity of dipyrithione would be twice 
as fast as ZnPT.  However, as shown in Chapter 2, an 80‐fold increase exists in the human in vivo data for 
the percutaneous absorption of [14C]dipyrithione [88] compared to [14C]ZnPT ([85], available in [31]).  In 
this study,  the experimentally derived D value  for dipyrithione was averaged  for only  three replicates 
using a 35.4 ± 9.8 µg/cm² dose.    Initial  calculations using  the Wang et al.  [94, 95] model  indicated a 
saturation dose of 130 µg/cm² whereas  subsequent  calculations using  a more  realistic octanol‐water 
partition coefficient  revealed  that  the doses used  in  this  study nearly double  the amount  required  to 
saturate  the  SC  layers  (Msat = 12 µg/cm²).    In which  case,  the D  value presented here would be  for 
dissolution  rate‐limited  transport.    More  data  would  need  to  be  generated  for  lower  doses  of 
dipyrithione  to provide a more accurate comparison of  transport kinetics of pyrithione  species  in  the 
plane of the skin surface.   
Inconsistent dose‐dependencies were observed in this study for the ZnPT test solutions (Fig.  5.10). 
The Dll values should remain relatively constant for dilute doses until the upper SC layers are saturated 
with  the  solute  (Msat).    Doses  exceeding  this  saturation  limit would  incur  a monotonic  decrease  in 
diffusivity as mass  transport becomes dissolution  rate‐limited.   As mentioned  in Chapter 4,  this  trend 
was detected  for  testosterone doses above 0.85 µg∙cm2  (p < 0.001) and  for caffeine when  the doses 
were  increased  from 1‐10 µg∙cm2  to 20‐23 µg∙cm2  (Fig. 5.5).   Conversely,  ZnPT exhibited  significant 
increases in the measured Dll values for increasing doses in water and the 1% body wash solutions (Fig. 
5.10).  This is unexpected from a solubility perspective.  A plateau in the Dll values was observed for ZnPT 
in water around the 0.1 µg∙cm2 dose with significant reductions in the D values as the doses decreased 
(p < 0.01) or increased (p < 0.05) from this deposition amount (Panel A of Fig. 5.10).  A similar trend was 
observed  for  testosterone  with  a  Dll  plateau  observed  near  the  0.85  µg∙cm2  dose  deposition.    As 
98 
 
mentioned in Chapter 4, a plausible interpretation of this feature is that the decrease in diffusivity as the 
dose  decreased  from  this  amount  reflects  reversible  binding  of  the  solute  to  SC  proteins  [127].  
Considering  an  isoelectric point of 4.7  for  skin  [201],  the pH of  the ZnPT dose  solutions  could  ionize 
some of the keratin protein [202].  Additionally, ZnPT is highly ionizable and the positive charge on the 
ZnPT+  complex  ion  that  is  prevalent  in  the water  and  body wash  solutions  could  compete  for  these 
anionic binding sites in the skin.  ZnPT has already proven to have a high affinity for free amino acids in 
solution  (e.g  histidine,  cysteine  [71])  and  shown  to  form  ligand  exchange  structures with  the  ZnPT+ 
complex  ion.    The  hydrophilicity  of  the  ZnPT+  could  enable  partitioning  into  the  corneocytes.    It  is 
possible that reversible binding could occured with the amino acids present within the keratin protein 
for water  retention properties.   The  increasing Dll  value with  increasing doses was negated when  an 
excess of  ZnCO3 was  added  to  the  ZnPT dose  in water.    In  this  case  a downtrend  line was observed 
exemplifying dissolution rate‐limited transport.  However, when ZnCO3 was added to the 1% body wash, 
the uptrend line with increasing dose became more significant compared to the solution without excess 
zinc dosed to untreated or sebum supplemented skin.  This result may be attributable to an increase in 
the ZnPT‐SLS concentration which  is predicted to be very  lipophilic and would therefore have a higher 
affinity for protein binding according to a linear relationship that has been established between the two 
factors [202].  No dose dependency was demonstrated for the 1% soap solution (Fig. 5.10), considering 
the  doses  used  in  this  study  were  much  lower  than  the  calculated  Msat  values  for  free  (ionized) 
pyrithione.   While no data are available  to establish whether SC protein binding occurs  for pyrithione 
species,  this  phenomenon  could  serve  as  an  additional  electrostatic mechanism  through  which  the 
biocidal molecules, along with particulates, persist in the upper skin layers. 
ZnPT has  long been considered  to be an extraordinarily safe bioactive  for  topical use  in personal 
cleansing  products.  To  maximize  both  safety  and  efficacy,  a  higher  D/D  ratio  for  intact  ZnPT  is 
ideal.  For a 0.1 µg/cm² deposition on  skin,  the  spatial distribution of Fine‐Particle Size ZnPT  (0.7 µm 
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median diameter) would be approximately 860,000 particles/cm² (E.D. Smith Personal Communication).  
Evenly distributed, this would equate to one ZnPT particle centered in an 11 µm square which puts the 
longest chord distance at 7.6 µm to achieve full skin coverage.   From this migration distance, the time 
required for the antimicrobial to cover the entire skin surface can be calculated from the experimentally 
derived D values measured  in this study for the various ZnPT formulations and treatments (Table 5.7).  
As shown in Table 5.7, once the ZnPT particles dissolve, molecular pyrithiones are capable of spreading 
on  the skin within a matter of minutes  to achieve  full surface coverage.   Relatively speaking, a  lateral 
diffusion  length  of  about  7.6  microns  for  efficacy  compared  to  a  transverse  diffusion  path  for  SC 
thickness  (13.4 µm  [101]),  combined with  the high  theoretical D/D  ratio  (37.5:1, Appendix D)  could 
provide a 20‐fold advantage for this material for efficacy over safety. 
Table 5.7. Calculated time required for pyrithiones to cover the skin surface following a deposition of 0.1 µg/cm² ZnPT particles.   
ZnPT  
Formulation  Treatment 
Average  D  
× 109(cm²/s)a 
Average Migration Time Required 
for Full Skin Coverage (minutes)c 
Water  Solution Only  1.0 ± 0.1 (8)b  4.8 
  Addition of ZnCO3  0.17 ± 0.06 (9)b  29 
  Sebum Supplemented SC  0.62 ± 0.24 (9)b  7.8 
       
1% Body Wash  Solution Only  1.9 ± 0.4 (8)  2.5 
  Addition of ZnCO3  2.5 ± 1.3 (9)b   1.9 
  Sebum Supplemented SC  2.6 ± 1.2 (9)  1.9 
       
1% Soap  Solution Only  3.8 ± 0.7 (9)  1.3 
  Addition of ZnCO3  1.0 ± 0.7 (9)  4.8 
  Sebum Supplemented SC  1.7 ± 0.6 (8)  2.8 
a Mean ± SD (total # of replicates for 3 skin donors). 
b Value interpolated by the linear regression (derived in Fig. 5.15) ± √ۻ܁۳  (# of replicates) 
C t = x2/2D where x is the longest chord distance from a particle center to another particle edge. 
 
5.5 Conclusions 
This  study evaluated  the  influence of  formulation and  sebum on  the D/D  ratios  for molecular ZnPT 
which is a determinant of topical and systemic bioavailability.  High D/D ratios signify that ZnPT is able 
to migrate  laterally  on  the  skin  surface  to  exert  biocidal  activity  prior  to  temporal  reductions  in  the 
topically available concentrations via transdermal permeation, desquamation, or physical removal of the 
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material.  D/D ratios were maximized for intact ZnPT when the dose was topically administered from a 
1% body wash formulation.  Negligible variability in lateral diffusivity was observed for this formulation 
when an excess of ZnCO3 was added to the dose solution or when the dose was deposited onto sebum 
supplemented SC  (h ~ 4 µm).   This  result can  likely be explained by  the  stabilization of  the prevalent 
ZnPT+  complex  ion  by  the  anionic  surfactants  present  in  solution.    Formation  of  the  ZnPT‐SLS 
coordination complex may help prevent molecular dissociation to more permeable pyrithione species.    
It  is highly probable  that molecular speciation of ZnPT  is responsible  for  the wide variability  in clinical 
performance  that  has  been  observed  for  different  ZnPT  containing  formulations.    The  pH  of  ZnPT 
containing body washes should be buffered to skin surface pH to help preserve SC barrier integrity and 
help prevent dissociation and ionization of the coordination compound.  In regards to the latter, ZnCO3 
should be added to the ZnPT containing soap formulations for the same reason.  These precautions will 
help ensure that the safety and efficacy profiles of ZnPT are maintained for skin antiseptic products.    
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6 Formulation  and  Sebum  Effects  on  the  in  vitro  Percutaneous 
Absorption of Zinc Pyrithione 
6.1 Introduction 
Percutaneous absorption entails the passage of chemicals through the stratum corneum (SC) barrier and 
underlying  skin  layers  into  systemic  circulation  via partitioning and diffusive mechanisms.   While  this 
process  is essential  to  transdermal drug delivery, other  considerations apply  for  topical  cosmetic and 
dermatological formulations.    In these products, modulated penetration  is required to maintain target 
concentrations within the skin to achieve the  intended benefit and, simultaneously, minimize systemic 
exposure.    In  contrast  to diadermal bioactives  (e.g.  skin  lighteners, anti‐aging agents,  corticosteroids) 
which  exert  their  effect  in  the  underlying  skin  layers;  formulations  containing  sunscreens,  insect 
repellents, or  topical  antimicrobial  agents must persist  in or on  the  SC  to be effective.   Quantitative 
evaluation of the skin penetration of these agents is valuable in understanding therapeutic efficacy and 
dermal risk assessment.  The present study is directed at elucidating formulation and sebum effects on 
the in vitro skin penetration of zinc pyrithione (ZnPT), a broad‐spectrum biocide that is FDA‐approved to 
treat dandruff and seborrheic dermatitis, but is also of interest as a routine topical antimicrobial agent 
[47, 48]. 
ZnPT has a  long history of safe use by humans, supported by  independent regulatory evaluations 
[5].  In this regard, numerous reports exist in the literature regarding the disposition of ZnPT and other 
pyrithione  conjugates  following  administration  to  laboratory  animals  [27‐30,  32‐35].   Many  of  these 
studies were  performed  to  evaluate  systemic  exposures  to  pyrithione  for  dermal  risk  assessment  of 
ZnPT.  These studies demonstrated that the adverse effects observed in some animals following oral or 
intravenous administrations [32, 34, 36‐38] were not observed when ZnPT was topically administered to 
the  skin  from  shampoos  [32] or aqueous  formulations as  long as  ingestion was prevented  [35].   This 
outcome  reflects  the ability of ZnPT  to persist  in  the SC and hair  follicles  [27, 39‐41] with only  small 
amounts permeating into the microcirculation [27‐30, 32].  Collectively, the animal studies suggest that 
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the  ZnPT  that  does  penetrate  through  the  skin  dissociates  and  reacts  further  during  percutaneous 
absorption.    A  couple  of  these  in  vivo  studies  surmise  that  permeation  through  the  skin  is  largely 
associated with  the organic portion of the coordination complex and that negligible/small amounts of 
zinc permeate the skin   [27, 28]. However, as discussed  in Chapter 2, more reliable measurements are 
warranted using  the dual  radiolabels on  the metal and pyrithione  ligand  to elucidate  the permeating 
pyrithione  species.    Free  pyrithione  is  expected  to  traverse  through  the  skin more  rapidly  and  to  a 
greater extent than ZnPT based on its smaller molecular size [3].  In this regard, a three‐fold increase (p 
< 0.001)  in skin permeation was exhibited  for  the 1:1 sodium salt of  free pyrithione compared  to  the 
intact 1:2 ZnPT coordination complex for identical exposure conditions [30].  Unlike sodium pyrithione, 
ZnPT is poorly soluble in water and is deposited on the skin as solid particles.  Skin disposition of ZnPT at 
doses that exceed its low solubility in the upper SC is therefore likely to be dissolution rate‐limited.  
While all pyrithione species are microbiologically active, ZnPT is the preferred pyrithione biocide for 
topical  use  [22,  72,  73].    In  order  to  maximize  the  bioactivity  of  ZnPT  while  maintaining  product 
concentration at the monographed level of 0.3‐2% for rinse‐off formulations [5]; the size, shape [73] and 
surface coating [97] of ZnPT particulates, as well as their deposition on skin, have been optimized.  The 
technical  objective  is  to  enhance  the  surface  coverage  of  ZnPT  by  depositing  and  retaining  a  high 
number of small, non‐aggregated platelets on the skin following rinsing.  The topical bioavailability and 
resultant biocidal activity of ZnPT  is determined by  the  spatial and  temporal proximity of  the  slowly‐
dissolving particulates  in relation to pathogens  localized  in the SC [40] and follicular  infundibulum [10, 
39, 66].  It is possible that an increase in solubility on the skin surface would improve the bioavailability 
and biocidal activity considering the solubilized ZnPT monomer is the bioactive molecule [28].  However, 
solubilized  ZnPT  is  prone  to molecular  speciation  via  dissociation,  oxidation,  transchelation  [70],  or 
ligand exchange mechanisms [71]. These chemical reactions yield pyrithione species with lower biocidal 
potencies [22, 72, 73] and variable mass transport rates in skin [30, 31, 88].  Transverse diffusion in this 
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case may  reduce  skin  concentrations  and  increase  the  systemic  load  of  pyrithione‐related  species.  
Lateral diffusion, on the other hand, has the potential to improve efficacy by facilitating mass transport 
to  the  microanatomical  locations  of  the  microorganisms,  e.g.  crevices  between  the  scales  of  the 
uppermost layer of corneocytes [67] or follicular orifices [175].  This concept was previously discussed in 
Chapters  4‐5;  wherein  treatment  effects  on  the  effective  lateral  diffusion  coefficients  (D)  of  ZnPT 
compared  to  the  transverse  diffusivities  (D)  derived  from  computational  models  [94,  95]  were 
presented.   High D/D ratios suggest that ZnPT may be able to migrate  laterally on the skin surface to 
exert biocidal activity prior to reduction in the bioavailable concentrations via transdermal permeation, 
desquamation, or physical removal of the material.  Formulations should be optimized to maximize the 
D/D ratios for ZnPT and reduce molecular transformations into more rapidly absorbing and less potent 
pyrithione species.  
Despite the extensive amount of data for ZnPT skin penetration in animals and humans summarized 
in Chapter 2.1,  the  effect of  formulation on  transport  rates has not been unequivocally determined.  
Furthermore, many of the earlier results were obtained using ZnPT deposited as large (~ 30 µm) crystals 
(P&G Personal Communication) and may be dissolution rate‐limited to a greater extent than the smaller 
(~ 2.5 µm) platelets  that  are  currently used  in  some  cosmetic‐grade  formulations  [73, 96].    Some of 
these  studies measured  the  systemic  loading of ZnPT  following  repeat administrations  from  shampoo 
formulations  [27,  29,  30][Refs  A20‐21,  pp.  28‐31  in  [31]].    Conversely,  incorporation  of  ZnPT  into 
antimicrobial  hand  or  body  washes  may  yield  different  mass  coverages,  speciation  patterns  and 
transport kinetics compared to shampoos that deposit coacervate‐entrained ZnPT onto skin containing a 
high density of hair follicles [10, 39, 66].  Dissolution, speciation, and transport may also be affected by 
the pH of  the  formulation, as discussed  in Chapter 3, as well as  transient  increases  in skin surface pH 
after washing and/or the presence of skin surface fluids [147].  While the presence of extracted sebum 
has been shown in one study to be inconsequential to the biocidal potency of ZnPT [62] and increase the 
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follicular localization of ZnPT in another study [39], no data are available for the permeation of ZnPT or 
related pyrithione species on sebum supplemented skin.    In this study, the  in vitro skin penetration of 
14C‐labeled ZnPT dosed from suspensions containing 1% carboxymethylcellulose (CMC), 1% body wash, 
and  castor  oil was measured  in  the  presence  and  absence  of  an  artificial  sebum  film  to  determine 
whether these treatments modify skin permeation kinetics.   
6.2 Materials & Methods 
6.2.1 Materials 
Split thickness human cadaver skin, dermatomed to a nominal thickness of 300 µm, from the posterior 
or anterior  leg of male donors 31‐59 years old was obtained from the New York Presbyterian Hospital 
Skin Bank (New York, NY).  This work with de‐identified human tissues was considered by the University 
of Cincinnati Institutional Review Board to be exempt from human subjects regulations.  Solid [14C]‐ZnPT 
(95%  pure  0.54 mCi/mmole) was  synthesized  by  Lonza  Group  Ltd.  (formerly  Arch  Chemicals,  )  and 
donated by The Procter & Gamble Company (Cincinnati, OH).  Acetic acid (≥ 99.7%), oleic acid (> 99%), 
Dulbecco’s  phosphate  buffered  saline  (PBS),  sodium  acetate  trihydrate  (≥  99.5%),  and  sodium 
carboxymethyl  cellulose  (average MW  ~  250,000) were  purchased  from  Sigma‐Aldrich®  Co.  LLC  (St. 
Louis,  MO).    Sodium  azide  (laboratory  grade)  was  purchased  from  Thermo  Fischer  Scientific  Inc. 
(Pittsburgh,  PA).    Soluene‐350®  and Ultima Gold®  XR  scintillation  fluid were  purchased  from  Perkin‐
Elmer  Life  Sciences  (Boston,  MA).    Castor  Oil  (Crystal®  LC  USP)  from  Vertellus  Specialties  Inc. 
(Indianapolis,  IN) was  donated  by  The  Procter & Gamble  Company  (Cincinnati, OH).   Deionized  (DI) 
water was prepared using a Milli‐Q® purification system  (Millipore Corporation, Billerica, MA).    Ivory® 
Original Scented Body Wash, Dial® Gold Antibacterial Hand Soap with Moisturizer, and Filippo Berio® 
Extra Light Tasting Olive Oil were purchased commercially.   
6.2.2 Skin integrity testing 
Split‐thickness  skin  specimens were  stored  at  80°C  in  Roswell  Park Memorial  Institute  (RPMI)‐1640 
solution  preserved with  oxacillin  sodium  and  gentamicin.   When  ready  for  use,  the  skin was  rapidly 
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thawed and rinsed  in DI water prior to being cut  into ca. 2.25 cm2 pieces that were mounted  in static, 
vertical glass Franz diffusion cells.   The non‐occluded donor compartment was comprised of a low glass 
cap extending 12 mm above an exposed surface area of 0.79 cm2.  The receptor compartment contained 
5  mL  of  Dulbecco’s  phosphate‐buffered  (pH  7.4)  saline  with  0.02%  sodium  azide  to  provide  a 
physiologically compatible fluid that retards microbial growth.  Each Franz diffusion cell was placed in an 
aluminum slot of Pierce Reacti‐Therm™ Heating and Stirring Modules (Rockford, IL) set at human body 
temperature (37˚C) to attain a skin surface temperature of 32˚C comparable to in vivo conditions.  The 
receptor solution was stirred at approximately 400 rpm with magnetic stir bars to ensure homogeneity 
of  the  reservoir  contents.    The  modules  were  placed  inside  a  fume  hood  to  help  prevent 
photodegradation of ZnPT via direct exposure to overhead  lighting, which was kept off for most of the 
study duration. 
Skin  integrity testing was performed prior to the start of the ZnPT permeability measurements to 
ensure intact barrier function.  To accomplish this, a tritiated water screening procedure identical to the 
one employed by Kasting et al.  [91] was used.   The skin was allowed  to equilibrate  for 2 hours  in  the 
Franz diffusion  cells  to  ensure partial hydration of  the  stratum  corneum  at  in  vivo  skin  temperature 
(32˚C).    A  150  µL  dose  of  3H20  solution  (0.4  µCi/mL)  was  added  to  each  donor  compartment  and 
subsequently removed from the skin surface after a 5 minute contact time using a cotton‐tipped swab.   
The receptor compartment contents were collected 60 minutes post‐dose and immediately refilled with 
fresh buffer solution maintained at 37˚C.  The receptor samples were mixed with 10 mL of Ultima Gold 
XR  liquid  scintillation  cocktail  and  counted  for  1  minute  by  a  Beckman  LS6500  Liquid  Scintillation 
Counter.    Skin  samples with  3H2O permeation  greater  than were  rejected  from use  in  the  ZnPT  skin 
penetration study [203].  To ensure that the tritium was completely removed from the cell, the receptor 
compartments were emptied and refilled with fresh buffer 120 and 180 minutes post‐dose and allowed 
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to equilibrate overnight.   The following morning, prior to dosing, the receptor solution was exchanged 
once again.   
6.2.3 Dose solution preparation  
Crystalline ZnPT is commonly dispersed in cosmetic formulations due to its low solubility in water (5‐15 
ppm)  [20].    In  this  study,  [14C]ZnPT  suspensions were prepared  in water  thickened with 1% CMC, 1% 
(w/v) body wash, or castor oil.   The dilute body wash was chosen as a  representative  formulation  to 
mimic whole‐body exposures to a rinse‐off cleansing product.   This suspension was buffered to pH 5.3 
with 100 mM sodium acetate‐acetic acid to maintain skin surface pH and control ZnPT dissociation and 
ionization.  The aqueous suspension stabilized with 1% CMC served as a control for surfactant effects on 
ZnPT permeability.  Castor oil was included as a vehicle in this study to evaluate its occlusive effects on 
ZnPT permeability, considering it is commonly used as a dispersant in cosmetic formulations and can be 
used in body washes and soaps as a deposition aid and emollient.    The concentration of the [14C]ZnPT 
(0.54  mCi/mmole)  in  each  formulation  was  chosen  to  yield  a  dose  of  approximately  0.05  µCi  of 
radioactivity  per  5 µL  volume  applied  to  each  diffusion  cell.    This  dose  corresponds  to  a  ZnPT mass 
deposition of approximately 37 µg/cm².  The suspensions were briefly vortexed prior to placing the vials 
for 24 hours in a rotary device maintained at 32˚C.  The prepared suspensions were stored at 4˚C for the 
three months duration of the skin permeation studies.   
6.2.4 ZnPT skin penetration study 
In vitro skin permeation experiments for topically administered [14C]ZnPT formulations were performed 
under the guidelines outlined by the Organization for Economic Cooperation and Development (OECD) 
[204] using a procedure similar to that described by Kasting et al. [91].  Skin samples that passed the skin 
integrity  test were  rank ordered by  3H2O permeability and assigned  to a  treatment group  (Table 6.1) 
based on a randomized complete block design [91].  In order to simulate mass transport on sebum‐rich 
areas,  a  70:30  (w/w)  mixture  of  olive  oil  and  oleic  acid  was  used  as  a  simple  synthetic  sebum 
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composition  to mimic  the high  triglyceride and  free  fatty acid content present  in native sebum  [205].  
The 20 µm thickness was chosen to ensure spreading over the entire skin surface.  This level is several‐
fold higher than the casual levels found in sebum‐rich areas of the skin (100‐500 µg/cm² [182] ~ 1.1‐5.5 
µm assuming 0.91 g/cm3 density [183]).   
Immediately prior  to use and periodically  throughout  the dosing  regimen,  the  suspensions were 
vortexed to re‐disperse the solid [14C]ZnPT in the formulation.  A dose of 5 µL was topically administered 
to each  skin  sample with a positive‐displacement pipette and  spread evenly with a glass  stir  rod pre‐
wetted  with  the  dose  solution.    Three  5  µL  aliquots  of  each  formulation  were  also  pipetted  into 
scintillation vials at the beginning, middle and end of the skin dosing regimen to monitor homogeneity.  
The  receptor  fluid was  completely  removed  from  each  cell  for  radiochemical  assay  and  immediately 
refilled with fresh 37˚C buffer after elapsed times of 2, 4, 6, 12, 24, and 72 hours post‐dose.   
Following the final receptor compartment sampling, the skin surface was washed with a dilute soap 
solution prepared from 1 part Dial® Gold Antibacterial Hand Soap with Moisturizer and 9 parts water.  A 
300 µL  aliquot  of  this  solution was  applied  to  the  skin  surface with  a  positive‐displacement  pipette, 
agitated for 20 seconds with a glass stir rod and then transferred from the donor compartment  into a 
scintillation vial.  The skin was then rinsed twice with 500 µL aliquots of DI water that were also stirred 
on the skin surface for 20 seconds prior to collection into the same vial as the soap wash.   
Following the wash and rinse procedures, the donor compartment was removed and forceps were 
used  to  carefully  peel  the  epidermis  from  the  dermis.    The  epidermis  and  dermis  were  placed  in 
Group  Treatment 
A  Water (1% CMC) 
B  1% Body Wash (pH 5.3, 100 mM acetate) 
C  Castor Oil 
D  Formulation A on Sebum Supplemented (h ~ 20 µm) Skin 
E  Formulation B on Sebum Supplemented (h ~ 20 µm) Skin 
F  Formulation C on Sebum Supplemented (h ~ 20 µm) Skin 
   
Table 6.1.  Designated treatment groups for the topical administration of [14C]ZnPT to skin specimens mounted in Franz Cells. 
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separate scintillation vials and digested at 55˚C for 1 hour  in 1 or 2 mL of Solvable™ tissue solubilizer, 
respectively.  Three untreated skin samples were washed, dissected and digested in the same manner to 
provide background counts for wash and tissue samples.   
Analysis of  all  samples was  accomplished by  adding 10 mL of Ultima Gold XR  liquid  scintillation 
cocktail  to each  sample and  counting  for 5 minutes or until 2% accuracy  (2 RSD) was achieved.   The 
counting  efficiency was  84‐96%.    The  data were  converted  from  DPM  to  µg/cm2  using  the  specific 
activity of ZnPT.  Cumulative amounts of [14C]ZnPT equivalents permeated were plotted against time for 
each  skin  sample.    The  steady‐state  portion  of  individual  experimental  curves  was  determined  by 
iterative removal of the data for early time points until a coefficient of correlation greater than 0.99 was 
reached by linear regression.   Flux values and time lags were derived from the slope and time‐intercept 
of the regression lines, respectively.  The study was repeated three times using skin from three different 
donors.   Mean  flux values were analyzed by  two‐way ANOVA, blocking on donor and  treatment. A p‐
value  less  than  0.05  was  considered  evidence  of  significant  treatment  differences.    For  data  with 
significant treatment differences, pairwise comparisons were subsequently performed using the Holm‐
Sidak method.  
6.2.5 Evaluation of treatment effects on skin integrity 
To examine treatment effects on the skin barrier, 3H20 flux was measured on skin from an additional skin 
donor before and after each treatment.   Split‐thickness skin samples were mounted  in Franz diffusion 
cells and subjected to an  initial tritiated water screen to assess skin  integrity.   Cells that were deemed 
suitable (3H20 flux ≤ 1.56 µL/cm²) were rank ordered by 3H2O permeability and assigned to a treatment 
group based on a randomized complete block design [91].  In addition to the six treatment groups used 
in  the ZnPT skin penetration study  (Table 6.1),  two control  treatment groups were used  in  this study.  
One control group (untreated) served as a blank to assess skin integrity over the duration of the study.  
The second control group was washed and rinsed at the end of the study, but was otherwise untreated. 
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Cosmetic  grade  ZnPT  was  used  in  place  of  radiolabeled  ZnPT  in  this  study.    Treatments  were 
otherwise identical to those in the [14C]ZnPT skin penetration study except the skin was exposed to the 
dose for 24 hours instead of 72 hours.  Following the wash and rinse procedure the skin was allowed to 
equilibrate overnight,  followed by a  second  tritiated water  screen.   The  change  in  3H2O permeability, 
Day 4 – Day 1, was analyzed using one‐way ANOVA on ranks (Kruskal‐Wallis test) with a p value of 0.05.  
Pairwise comparisons versus controls were subsequently made using Dunnett’s method.  
6.3 Results 
6.3.1 3H20 skin permeation and ZnPT dose deposition amounts  
3H20 penetration and ZnPT deposition amounts are  summarized  in Fig. 6.1 and Table 6.2.   Significant 
differences  between  donors  (p  <  0.001)  were  observed  in  the  3H2O  flux  (Fig.  6.1A).    Significant 
differences were also observed in the amount of ZnPT deposited from the three ZnPT formulations (Fig. 
6.1B).   Deposition of  [14C]ZnPT was most consistent  from the 1% body wash which evidently provided 
the best dispersion.   Skewed or bimodal  frequency distributions were observed  for  the 1% CMC and 
castor oil vehicles, respectively (Fig. 6.1B).   
 
Figure 6.1. (A) Cumulative distribution of 3H2O permeation for skin samples accepted into each study. (B) Frequency distribution
of ZnPT dose for the three test formulations. 
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Table 6.23H20 penetration and ZnPT deposition amounts for the three skin donors and treatments used in this study.
 
6.3.2 Formulation and sebum effects on ZnPT permeability 
Recovery of radioactivity, expressed as [14C]ZnPT equivalents, in the various samples is shown in Fig. 6.2.  
Most of the radioactivity remained on the skin surface following a 72 hour exposure period to all six of 
the  topical  treatments and was  recovered  in  the wash  samples.   Small amounts were  retained  in  the 
dermis regardless of treatment.    In the absence of an artificial sebum  layer,  less than 3% of the dosed 
radioactivity  penetrated  the  skin when  [14C]ZnPT was  applied  from  the  1%  CMC  suspension.   Under 
these  conditions,  the  percent  of  dose  penetrated  was  the  highest  for  the  castor  oil  formulation.  
Significant differences between formulations (p < 0.001) were observed for the wash (i.e. skin surface), 
  Skin Donor  Deposited Dose (µg/cm²) 
  1  2  3 1% CMC 1% Body Wash  Castor Oil
Mean  0.93  0.77  0.46 10.1 17.0  14.2
Median  0.95  0.71  0.39 7.9 17.5  10.4
Range  0.51‐1.2  0.49‐1.5  0.19‐1.1 4.7‐25.4 8.0‐31.0  1.9‐44.3
n  18  48  42 36 36  36
Figure 6.2. Disposition of radioactivity associated with 14C‐ZnPT for the three test formulations in the presence (cross‐bar) and 
absence of an artificial sebum film (h ~ 20 µm). 
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epidermis and receptor fluid samples.  The presence of the artificial sebum layer did not affect the skin 
disposition of radioactivity when dosed from the castor oil formulation.  However, significant reductions 
in  the  wash  amounts  were  observed  for  the  aqueous  suspensions  on  sebum  supplemented  skin 
compared  to  untreated  skin  (p  <  0.001).  Following  the  deposition  of  these  treatments, more  of  the 
compound penetrated into the viable epidermis (p < 0.001 for 1% CMC, p < 0.01 for 1% body wash) or 
permeated into the receptor fluid (p < 0.001).  
Cumulative amounts of  radioactivity permeated  into  the  receptor  compartment as a  function of 
time and treatment are shown in Fig. 6.3.  The data presented in these plots have been pooled for each 
treatment (n = 18/treatment).  Steady‐state flux and lag‐times (Figs. 6.4‐6.5, Table 6.3) were individually 
calculated from linear regression on the individual sample data.  Based on visual analysis of the data, the 
linear region was chosen as the cumulative amounts permeated between 6‐48 hours.  In the absence of 
sebum, radioactivity associated with [14C]ZnPT equivalents in the 1% CMC formulation diffused through   
Figure 6.3. Cumulative amounts of radioactivity associated with [14C]ZnPT permeated as a function of time. The figure shows the 
pooled results for 18 replicates across 3 donors in the presence (red) and absence (blue) of an artificial sebum film (h ~ 20 µm). 
Linear regression is plotted for the steady‐state flux observed between 6 and 48 hours post‐dose. 
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Figure 6.4.  Flux of radioactivity associated with [14C]ZnPT applied to human skin in vitro from the six treatments.  The box plots
encompass the median (horizontal line) along with the 1st and 3rd quartiles of the raw data for 18 replicates across 3 skin donors.
Error bars designate the 10th and 90th percentiles and symbols denote the extreme values.   
Figure 6.5. Lag times associated with the steady‐state flux data shown in Fig. 6.4.  The symbols denote the median values with
error bars representing the 1st and 3rd quartiles. 
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Table 6.3 Mean fluxes and lag times for radioactivity associated with [14C]ZnPT from the six treatments tested. 
the tissue less rapidly and to a lesser extent than that from the 1% body wash and castor oil (p < 0.001). 
Sebum had no effect on the flux of radioactivity from the castor oil.   Compared to untreated skin, the 
steady‐state  flux of  radioactivity dosed  from aqueous  vehicles onto  sebum  supplemented  skin was 6 
times  higher  (p  <  0.001)  for  the  1%  body  wash  and  4  times  higher  (p  <  0.001)  for  the  1%  CMC 
suspension.   Overall, permeation of  radioactivity was  the highest  for  the  1% body wash  formulation 
applied to sebum supplemented skin.  This treatment also resulted in the highest diffusive time lag, 5.7 
± 2.7 h (Table 6.3).  One‐sample t‐tests confirmed that the time lag for the permeation of this treatment 
(p < 0.001) as well as the castor oil on sebum supplemented skin (p < 0.01) was significantly greater than 
zero.  The  negative  time  lag  for  the  permeation  of  1%  CMC  on  untreated  skin  was  found  to  be 
significantly less than zero (p < 0.05), which may be indicative of burst transportation of the radioactive 
dose through the skin.  
The  total  amounts  of  radioactivity  absorbed  from  the  six  topical  treatments  after  72  hours  are 
provided  in  Fig. 6.6  and  Table 6.4.   A 2‐3  fold  increase  in  the potentially  absorbed dose  (receptor  + 
dermis) was observed for the aqueous suspensions topically administered to sebum supplemented skin.  
ZnPT penetrated the skin the most when the 1% body wash was applied to sebum supplemented skin.  
The lowest absorption was observed for the 1% CMC formulation applied to untreated skin.  In all cases, 
the mean potentially absorbed dose was less than 10%.  Dose dependencies were not observed for the 
amounts of ZnPT absorbed from the 1% body wash  in the absence or presence of the artificial sebum 
film  (Fig.  6.6).    However,  significant  dose  dependencies were  observed  for  the  1%  CMC  on  sebum 
supplemented skin (p < 0.001) and castor oil on untreated skin (p < 0.01). 
  Flux * 103 (µg/cm²/h)a Lag Time (h)b 
Treatment  Untreated Skin 
Sebum Supplemented
Skin (h ~ 20 µm) 
Untreated 
Skin 
Sebum Supplemented
Skin (h ~ 20 µm) 
1% CMC  0.36 ± 0.34  1.4 ± 1.0 ‐3.9 ± 6.9 0.68 ± 4.03
1% Body Wash  1.8 ± 0.9  11.3 ± 6.9 0.21 ± 8.76  5.7 ± 2.7
Castor Oil  2.2 ± 1.8  2.8 ± 2.0 3.5 ± 3.7 1.8 ± 3.2
a Geometric mean ± geometric dispersion (n=18/treatment group). 
b Median ± interquartile range     
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6.3.3 Treatment effects on 3H20 Permeation 
Changes  in  3H20  permeation  over  the  four  day  study  period  are  shown  in  Fig.  6.7  and  Table  6.5.  
Permeation  for  the  control  skin  samples  (No Treatment and Wash Only) did not  change  significantly.  
Furthermore, no significant changes were observed for all formulations applied to untreated skin or for 
the  castor oil  formulation  to  sebum  supplemented  skin.   Significant  increases  in  the  3H20 permeation 
Table 6.4. Cumulative permeation of radioactivity associated with [14C]ZnPT after 72 hours of exposure to the six 
treatments. 
  Cumulative Absorptiona
  Receptor Fluid Only Receptor Fluid + Dermis 
   (µg/cm²)  (µg/cm²)  (% of Applied Dose)
Treatment  Untreated 
Skin 
Sebum
Supplemented
Skin 
Untreated
Skin 
Sebum 
Supplemented
Skin  
Untreated 
Skin 
Sebum 
Supplemented
Skin  
1% CMC  0.047 ± 0.040  0.14 ± 0.11 0.10 ± 0.12 0.28 ± 0.30 1.2 ± 1.4  2.8 ± 1.8
1% Body 
Wash 
0.19 ± 0.10  1.1 ± 0.7 0.42 ± 0.36 1.4 ± 0.8 2.7 ± 2.1  8.0 ± 4.6
Castor Oil  0.23 ± 0.19  0.28 ± 0.20 0.41 ± 0.28 0.46 ± 0.39 4.5 ± 3.8  3.9 ± 3.9
a Geometric mean ± geometric dispersion (n = 18/treatment group).
Figure 6.6. Dose response for the cumulative amounts of ZnPT absorbed (receptor + dermis) after 72 hours of exposure to the
six treatments.  Linear regression is plotted if the slopes in the dose response curves were significantly greater than zero. 
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were observed for sebum supplemented skin treated with 1% CMC and 1% body wash compared to the 
control samples (p < 0.05).  
 
Table 6.5.   Change  in  the water permeability of  the  skin  in  response  to  treatment with ZnPT  containing  formulations  in  the 
presence and absence of an artificial sebum film.  
  Δ3H20 Flux (µL/cm²)a
Treatment  Untreated Skin  Sebum SupplementedSkin (h ~ 20 µm) 
No Treatment  ‐0.05 ± 0.11  
Wash Only  0.00 ± 0.05  
   
1% CMC  0.09 ± 0.24 0.45 ± 0.52 
1% Body Wash  0.03 ± 0.11 0.34 ± 0.15 
Castor Oil  0.06 ± 0.22 0.08 ± 0.29 
a Median ± interquartile range (n=7).  Δ3H20 Flux = 3H20 Flux (Day 4) ‐ 3H20 Flux (Day 1).
6.4  Discussion 
In vitro skin penetration experiments provide important data regarding the skin disposition of chemicals 
as it relates to therapeutic efficacy and dermal risk assessment.  Among the many extrinsic parameters 
that can affect percutaneous absorption (reviewed in [206]), solute concentration [207] and formulation 
Figure 6.7. Change in the 3H20 flux after skin treatments with ZnPT formulations in the absence and presence of artificial sebum 
compared to control skin samples. 
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effects on solubility [80] are known to influence the partitioning and subsequent diffusion of compounds 
in skin.  This is especially true for organometallic compounds, like ZnPT, that are poorly soluble in water 
and  typically  deposited  on  the  skin  as  a  fine  suspension.    In  order  for  ZnPT  to  be microbiologically 
effective,  the parent compound or a product  thereof must  reach microorganisms  localized within  the 
upper  SC  layers  or  hair  follicles  in  molecular  form  [10].    However,  the  mass  transport  of  ZnPT  is 
dissolution  rate‐limited  and  affected  by molecular  speciation within  the  formulation,  sebum,  and/or 
skin.   These molecular  transformations modify  the antimicrobial potencies  [22, 72, 73] as well as  the 
physicochemical properties of the diffusing pyrithione species [30, 88].  The results presented in Chapter 
5 quantified  formulation and sebum effects on  the  lateral diffusivity of  [14C]ZnPT,  i.e.  transport  in  the 
plane  of  the  skin  surface.    In  contrast  to  lateral  transport which  is  expected  to  increase  the  topical 
bioavailability  of  ZnPT,  transverse  diffusion  reduces  the  available  concentration  on  the  skin  surface.  
Previous studies have suggested that negligible amounts of the intact ZnPT monomer permeate the skin 
[27, 28], thus molecular speciation  is a  likely a key determinant of transverse diffusion.   Based on the 
results  in  Chapter  5,  formulation  variations  and  the  presence  of  an  artificial  sebum  film  are  also 
expected  to  influence  the  speciation  and  successive  skin penetration of  radioactivity  associated with 
[14C]ZnPT.   This  study evaluated  these effects on  transverse  transport under conditions  similar  to  the 
lateral transport experiments. 
Significant  formulation effects were detected  for  the  transdermal  flux of  radioactivity associated 
with [14C]ZnPT (Fig. 6.4).  On untreated skin, flux was the lowest when ZnPT was deposited from the 1% 
CMC vehicle.  This outcome may be associated with the substantially lower solubility of ZnPT in the 1% 
CMC  (49 ± 4 PPM)  formulation compared to the 1% body wash  (62 ± 4 PPM) and castor oil  (196 ± 12 
PPM)  formulations  (Chapter  3).    In  fact,  percent  absorption  and  solubility  in  the  formulation  were 
linearly  related  (Fig. 6.8)  for both  receptor  (r2 = 0.97) and  receptor + dermis  (r2 = 0.87) values  for  fits 
forced through the origin.  The ratio of the percent of ZnPT absorbed from the 1% body wash to the 1% 
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CMC  suspension  (2.2)  was  similar  to  that  observed  for  the  effective  lateral  diffusion  coefficients 
reported  in Chapter 5  for ZnPT dosed  from water and 1% body wash  (1.9).   Barrier disruption by  the 
surfactants  in  the  body  wash  is  an  unlikely  explanation  for  the  flux  difference  between  these 
formulations considering the  lack of effect seen on 3H20 permeation  (Fig. 6.7 and Table 6.4).    Instead, 
this  increase  in mass transport for the 1% body wash compared to water may be attributable to more 
rapid  dissolution  and/or molecular  speciation  of  ZnPT.    An  additional  hypothesis  is  that  ZnPT may 
reversible  bind  with  corneocyte  proteins  resulting  in  slower  mass  transport.    This  process  was 
postulated  in  Chapter  5  when  discussing  the  atypical  dose‐effect  curve  observed  for  the  lateral 
diffusivities of ZnPT dosed from water and the 1% body wash.  It is possible that the anionic surfactants 
present  in  the  1% body wash  [e.g.  sodium  lauryl  sulfate  (SLS)]  could occupy  these  binding  sites  and 
minimize  this  interaction  [208].    If  the  ZnPT+  complex  ion  is  the  species  capable  of  binding  with 
intracellular SC proteins, the formation of the ZnPT‐SLS ligand exchange product could negate this effect 
by substantially  increasing the  lipophilicity of the compound [202] thereby preventing partitioning  into 
Figure 6.8. Permeation versus solubility profile for ZnPT applied to untreated skin.
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the  corneocytes.    The  formation  of  a  ZnPT‐SLS  complex  could  also  yield  a  more  rapidly  diffusing 
permeant compared to the ZnPT monomers in water, as discussed in Chapter 5 (calculated D = 5.7 x 10‐
12  cm2s‐1  vs.  1.1  x  10‐12  cm2s1,  respectively  [94,  95]).    A more  detailed  analysis  of  possible molecular 
transformations  in  the  test  formulations and  the  influence of  speciation on model‐derived  transverse 
diffusivities can be found in Appendix F.   
Solubility of ZnPT in the artificial sebum (95 ± 18 PPM) was higher than in 1% body wash, but lower 
than that in the castor oil formulation (Chapter 3).  Compared to untreated skin, 4 or 6‐fold increases in 
[14C]ZnPT flux were observed on sebum supplemented skin (p < 0.001) following depositions of the 1% 
CMC or 1% body wash suspensions, respectively (Figure 6.4).  However, sebum had no effect on flux for 
the  castor oil  formulation  (Figure 6.4).   A  similar pattern was observed  for  3H2O  flux  following  these 
treatments  (Figure 6.6).    Similar  results were obtained by  Tsai  et  al.  [176] who measured  a 2‐3  fold 
increase  in  the  transverse  diffusion  coefficients  for  4‐cyanophenol  and  cimetidine  applied  to  sebum 
supplemented skin compared to untreated skin in vivo.  It seems likely that occlusion by the sebum film 
(h ~ 20 µm) could hydrated the skin and potentiated transdermal flux [209].   However, there may also 
be a chemical‐specific effect from the oleic acid present  in the artificial sebum.    It has been suggested 
that the free fatty acids present in sebum, such as oleic acid, act as penetration enhancers by inducing 
lipid  phase  separation  [189]  or  increasing  the  fluidity  of  the  lateral  sublattices  of  the  lipids  in  the 
superficial  layers of SC [189, 190].   The  lack of a sebum effect on the flux of [14C]ZnPT or 3H2O for the 
castor oil treatment may be due to dilution of the oleic acid concentration by the castor oil.  This would 
be an approximately 11‐fold dilution since  the nominal  thicknesses of  the sebum and castor oil  layers 
were 20 µm and 66 µm, respectively.  Another hypothesis is that the castor oil layer provided occlusion 
on untreated skin and there was not an additive hydration effect to skin permeation in the presence of 
sebum.  We note that the sebum effects discussed here were not observed in the lateral diffusion study 
with similar ZnPT formulations dosed as solutions to a thinner (4 µm) sebum layer.  
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Cumulative absorption of the radioactivity associated with [14C]ZnPT is shown in Fig. 6.6 and Table 
6.4 for the six topical treatments.  All of the doses used in this study far exceed the calculated amount of 
ZnPT required to saturate the upper layers of the SC barrier (Msat = 0.011 µg/cm²); therefore absorption 
is  likely to be dissolution rate‐limited.     For most compounds, the cumulative mass transfer across the 
skin is proportional to the deposition amount over a certain dose range.  This follows from the fact that 
when the solubility of the compound  in the upper SC  layers  is the rate‐limiting barrier and a sufficient 
amount  of  dose  is  applied,  the  system  remains  saturated  for  rapidly  dissolving  compounds  and 
maximum  flux  is achieved.   For ZnPT,  this proportional  increase  in permeation with  increasing dosage 
was observed  for  two of the six  treatments  ‐ 1% CMC on sebum supplemented skin and castor oil on 
untreated skin  (Fig. 6.6).   For all other ZnPT  treatments, dose dependencies were not detected which 
suggests  that  the absorption process was dissolution  rate‐limited.    In  such a  situation,  the  fraction of 
saturation on the skin surface was decreased as the surface area of the suspended compound increased.  
It is possible that the two dose‐dependencies reflect increased dissociation and/or oxidation of the ZnPT 
chelate  into  free pyrithione and dipyrithione,  respectively, during  these  treatments.   These molecular 
transformations would yield smaller solutes that have higher Msat values (Table 5.3), thereby increasing 
diffusion.    The  total percentages of  radioactivity  absorbed  from  the  three  test  formulations  after  72 
hours fall within the 0.011‐4.4% range observed for  in vivo animal data for a median deposition of 83 
µg/cm² ZnPT [27‐30].   On sebum supplemented skin, the cumulative amount of radioactivity absorbed 
from  the  1%  CMC  suspension  doubled with  respect  to  untreated  skin,  but  still  remained within  the 
previously reported range.  However, the upper limit of permeated [14C]ZnPT equivalents nearly doubled 
to  8.0% when  the  1%  body wash  suspension was  applied  to  sebum  supplemented  skin.   While  the 
presence of sebum has previously been shown by Rutherford and Black [39] to increase ZnPT solubility 
and the concentrations of biocide  localized  in hair follicles; this study along with the data presented  in 
Chapter 5, are the first to quantify sebum effects on mass transport rates of [14C]ZnPT in skin.   
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6.5 Conclusions 
This study quantified the influence of formulation and sebum on the in vitro percutaneous absorption of 
radioactivity associated with  [14C]ZnPT dosed  from suspensions.   Absorption was  less  than 10%  for all 
treatments.   On untreated skin, percent absorption was strongly correlated with ZnPT solubility  in the 
formulation, with castor oil yielding the highest permeation.  However, ZnPT permeation is comparable 
for the castor oil and 1% body wash depositions on untreated skin when expressed in absolute amounts 
(µg/cm²).    On  sebum  supplemented  skin,  absorption  was  highest  from  the  1%  body  wash  dose.  
Absorption from both of the aqueous formulations tested (1% CMC and 1% body wash), but not castor 
oil, was  enhanced  by  sebum.    These  results  are  consistent with  a  dissolution  rate‐limited  release  of 
molecular  ZnPT  in  the  formulation  or  on  the  skin  surface.    Sebum may  enhance  the  percutaneous 
absorption of compounds by occlusion (increasing skin hydration), increasing dissolution rate, increasing 
ZnPT dissociation/oxidation, and/or a specific enhancer effect from oleic acid.   However, these results 
do not establish which  is the dominant mechanism for  increased dermal absorption.   Parallels may be 
found with the  lateral diffusion results discussed  in Chapter 5,  in which the 1% body wash formulation 
led  to higher  lateral diffusivity  than water at much  lower ZnPT concentrations.   The observed  sebum 
enhancement  effect  on  transverse  diffusion was  not  seen  for  the  lateral  diffusion  of  ZnPT  in  these 
formulations.    However,  the  presence  of  sebum  was  shown  to  potentiate  the  lateral  transport  of 
reference compounds, caffeine and testosterone, on skin.  This suggests an additional sebum effect may 
be specific to ZnPT which could be explained by its propensity to undergo molecular transformations.  
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7 Conclusions and Recommendations for Future Research 
7.1 Conclusions 
Despite 50+ years of safe ZnPT use  in personal cleaning products, details  regarding  its microtransport 
processes in skin are incomplete.  ZnPT is characteristically administered as a fine suspension and must 
reach microorganisms  localized  within  the  SC  and  hair  follicles  in molecular  form  to  exert  biocidal 
activity.  Dissolution,  molecular  speciation  and  subsequent  lateral  diffusivity  are  expected  to  be 
important determinants of the topical bioavailability of ZnPT.   The overall goal of this research was to 
evaluate  the  topical  bioavailability  of  ZnPT  by measuring  the  spatial  and  temporal  distributions  of 
residual  concentrations on  the  skin  surface  compared  to  amounts  that have  permeated  the  skin.   A 
novel, non‐destructive technique employing radioluminographic imaging was developed to qualitatively 
assess and quantitatively measure  the effective  lateral diffusion coefficients  (D) of solutes  in partially 
hydrated, ex vivo skin.  A positive correlation was observed between the magnitude of lateral diffusivity 
and  concurrent  loss  of  signal  from  the  skin  surface  (i.e.  self‐absorption)  for most  of  the  treatment 
groups.  This is in good agreement with what would be expected for Fickian diffusion with a proportional 
relationship between lateral and transverse diffusion.  Formulation and sebum effects on mass transport 
were evaluated and are summarized below.  In these comparisons, the lateral transport of radioactivity 
associated with [14C]ZnPT will be discussed  in terms of D and transverse transport will be discussed  in 
terms  the  transverse  steady‐state  flux  or  cumulative  percent  absorbed.    Two  of  the  vehicles  in  the 
lateral and transverse studies were the same, whereas the third one differed.  Furthermore, the lateral 
studies were conducted with solutions containing high specific activity ZnPT and low levels of sebum (h ~ 
4 µm), whereas the transverse studies were conducted using suspensions of  low specific activity ZnPT 
and high  levels of  sebum  (h ~ 20 µm).   These  choices were based on  the availability of  radiolabeled 
materials and  the ability  to uniformly distribute  the artificial sebum onto  the samples  in  the different 
experiments. 
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7.1.1 Formulation effects  
Mass transport in the lateral and transverse directions was strongly correlated with ZnPT solubility in the 
formulation.    In  the  transverse  experiments  the  order  of  percutaneous  absorption  (%  of  dose) was 
castor oil > 1% body wash > water (4:2:1).  In the lateral experiments the correlation between solubility 
and diffusivity  is  likely attributable  to molecular speciation considering dilute solutions were used.    In 
these  experiments  the  order  of  diffusivities  (D)  was  1%  soap  >  1%  body  wash  >  water  (4:2:1).   
Incorporation  of  excess  ZnCO3  reduced  the  solubility  and  dissociation  of  ZnPT  in  the  aqueous 
formulations.    This  resulted  in  significant  reductions  in  the  lateral  diffusivity  and  concurrent  self‐
absorption of ZnPT for the water and 1% soap depositions.  These results are consistent with dissolution 
rate‐limited transport.   However, an  increase  in self‐absorption was observed for ZnPT dosed from the 
1%  body wash.    This  result,  as well  as  the  other  formulation  effects, may  be  further  interpreted  as 
molecular speciation of ZnPT in formulation or on the skin surface as discussed below. 
7.1.2 Sebum effects 
The presence of  sebum  significantly  increased  the  transverse  transport of aqueous ZnPT  suspensions.  
This was also true for the  lateral transport of caffeine and testosterone but not for ZnPT.   Sebum may 
enhance mass  transport by  increasing dissolution  rate, occlusion  (increasing  skin hydration), and/or a 
specific enhancer effect from oleic acid.  All of these effects are possible based on our results; however, 
the results do not establish which is the dominant mechanism.  Increased dissolution rate likely explains 
the increase in transverse flux of ZnPT; however, this would not explain reductions in lateral transport.  
If  lateral  transport would  have  been  reduced  for  all  test  compounds, we  could  have  surmised  that 
occlusion was not an available mechanism  to potentiate mass  transport  in  isolated  stratum  corneum 
samples.  Instead, we postulate that there is an additional sebum effect specific to ZnPT which could be 
explained by its propensity to undergo molecular transformations.  We suspect that lateral transport of 
ZnPT was not increased by sebum because of the lower doses of ZnPT used in these experiments and a 
higher fraction of speciation.     
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7.1.3 Interpretation in terms of ZnPT speciation and protein binding 
ZnPT speciation is an important determinant of mass transport in skin.  Mass transport was significantly 
higher  in  the  lateral  and  transverse  directions when  dosed  from  formulations  outside  the  stable  pH 
range.   These  results  corroborate  the predicted  trend  in mass  transport  rates  for pyrithione  species: 
pyrithione > dipyrithione > ZnPT.  The 1:1 ZnPT+ monomer is the prevalent ZnPT species in solution.  We 
surmise that the positive charge on this complex  ion formed  ionic bonds with the anionic surfactant  in 
the 1% body wash (SLS) or the oleic acid (OA) in the sebum.  Formation of the ZnPT‐SLS ligand exchange 
product  could  stabilize  the  chelate  structure  making  it  less  susceptible  to  additional  molecular 
transformations.  We suspect this explains why the  lateral diffusivity for ZnPT dosed from the 1% body 
wash formulation was unaffected by zinc carbonate or sebum.  ZnPT‐OA is expected to traverse the skin 
less  readily  than  ZnPT  and  could  explain  the  low  lateral  diffusivity  of  the  [14C]pyrithione moiety  on 
sebum supplemented skin.  Similar complexations of ZnPT+ likely occurred within the stratum corneum 
via  reversible binding with  corneocyte proteins.   Partitioning  into and  through  the  corneocytes  could 
explain  ZnPT  substantivity  in  skin  and  the high  lateral  to  transverse diffusion  ratios measured  in  this 
study.   
7.2 Recommendations for future research 
 Conduct  additional  lateral  diffusion  experiments  on  tape‐stripped  SC  in  order  to  obtain  better 
statistics to test the hypothesis that the upper SC  layers are more permeable than the bulk of the 
structure. 
 Assess ZnPT binding to SC proteins. 
 Prove or disprove the formation of ZnPT‐SLS and ZnPT‐OA ligand exchange products.  
 Measure the lateral diffusivity and transverse flux of [65Zn]ZnPT using identical experimental 
conditions to those outlined in Chapters 4‐6. Compare the results to the [14C]ZnPT data. 
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 Develop a 3‐dimensional mathematical model that approximates lateral and transverse transport as 
well as speciation of solutes in the SC. 
 Measure and incorporate dissolution rates of sparingly soluble solutes, like ZnPT, into the updated 
computational model. 
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Appendix A: Performance of the Phosphorimaging Instrument 
Compared to traditional autoradiographic film, radioluminography has numerous advantages  including 
shorter exposure times, higher sensitivity, larger dynamic range, direct digitization, and high‐throughput 
screening capabilities [168, 210, 211].  As shown in Fig. A1, the Storm 860 instrument provided system 
linearity  over  a magnitude  of  5‐6  for  all  exposure  durations.      Shorter  exposure  times  reduced  the 
response  factor  precision  for  the  lower  activity  standards  and  were  therefore  excluded  from  the 
calibration  curve  if  the  coefficient of  variation  exceeded 15%.    For  all other  standards  and  at  longer 
exposure durations,  the  inter‐exposure precision was  very  good  (4.8  ±  2.3 % RSD, n=  87).    Limits of 
detection  ranged  from  1.5*10‐6  to  4.4*10‐7  Bq/Pixel  for  the  various  exposure  times  (0.25  –  18  h, 
respectively).    These  values  were  equivalent  to  three  times  the  standard  deviation  of  the  mean 
background  value  while  the  limits  of  quantification  were  the  sums  of  these  values  plus  the mean 
background values (ranging 5.3*10‐6 – 2.1*10‐7 Bq/Pixel) [211].  
 
Figure A2. Calibration curves for the various exposure durations (closed circles = 0.25 h, open circles = 1 h, closed triangles = 3 h, 
open triangles = 5 h, closed squares = 18 h). 
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Appendix B: Analysis for the Radioluminographic Method 
Image analysis   
Second‐Order Edge Detection Method  
Intensity profiles across the dosed spots exhibited a bimodal or normal distribution (Panels D and E  in 
Fig. 4.1,  respectively) depending on  the  solvent used and  its ability  to wet  the  skin  surface.    For  the 
purposes  of  mass  coverage  comparisons,  accurate  radial  distances  were  determined  by  locating 
discontinuity in the outer slopes of the intensity profiles to calculate the surface area of the dose.  In this 
method a second‐order mathematical approach to edge detection was  implemented to determine the 
local maxima  in the rate of change of the  intensity gradients.   Raw PSL values for equidistant pixels  in 
the cross‐sectional lines were averaged to obtain a single radial distribution profile for every dose.  This 
profile was  smoothed by  fitting  the  curve  to a  sigmoidal, 5 parameter distribution using  SigmaPlot© 
12.5 (Systat Software,  Inc.) software (Panel A  in Fig. B1) prior to computing the first and second order 
Figure B5. (A) Examples of a normal (i) and bimodal (ii) radial intensity profile fit to a sigmoidal distribution (circles = raw data
points, line = smoothed data); (B) first‐derivative plot of the smoothed data shown in Panel A(i); (C) second‐derivative plot of the
smoothed data shown in Panel A(i). 
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derivatives  (Panel B and C  in Fig. B1, respectively).   The edge point  is equivalent to the minima  in the 
first‐order plot (Panel B in Fig. S1) or the zero crossing distance in second‐order plot (Panel C in Fig. B1).  
For enhanced resolution, sub‐pixel radial distances were determined by performing linear regression on 
the  data  points  around  the  zero  crossing  of  the  second‐order  plot  to  calculate  the  x‐intercept.     As 
shown in Panel A of Fig B1, this edge detection method works for both normal (Panel A/i) and bimodal 
(Panel A/ii)  radial  intensity profiles and  is a good  compromise between Gaussian FWHM or Gaussian 
beam radial distances. 
Image Resolution 
To  examine  the  spatial  resolution  of  the  equipment,  the  optical  resolution  of  the  Storm  860 
phosporimager and the radiation scatter collected by the IP must be considered [210].  In regards to the 
former, the smallest beam width of the scanning laser was utilized for all measurements and was set to 
a 50 µm pixel size.  Conversely, direct measurements must be performed to quantify the magnitude of 
radiation  scatter  collected  by  the  IP  under  the  same  experimental  conditions  used  in  the  diffusivity 
measurements.   For  these purposes, an edge spread  function was obtained by drawing multiple  lines 
across a radioluminographic image of a rectangular autoradiography standard that had a piece of paper 
covering half of the radioactive source to create a straight edge (Panel A of Fig. B2) [168].  A line profile 
was generated and smoothed by fitting the raw intensity values to a sigmoidal, 5 Parameter curve (Panel 
B of Fig. B2).  A first derivative plot of the smoothed data points was then fit to a Gaussian distribution 
(Panel B of Fig. B2) to obtain the  line spread function and the corresponding FWHM of this function  is 
equivalent  to  the  spatial  resolution.   Under  these conditions  the  spatial  resolution of  the  system was 
determined to be 198.2 ± 6.2 µm (n=6).   
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Individual resolution checks were performed for every exposure to ensure accurate densitometric 
measurements.    To  accomplish  this,  a  line  profile  was  generated  across  the  same  carbon‐14 
autoradiography  standard  for each exposure  (Fig. B3).    Superimposition of  the profiles  for each  time 
point indicated if identical spatial resolutions were observed.  If the intensity profiles aligned with sharp 
decreases  in  intensity at  the edges of  the  standard  (Panel A of Fig. B3), all of  the  images  from  those 
exposures were compared  relative  to each other  to calculate diffusivity.   Conversely,  long  tails  in  the 
edge response and a rounded peak  in the  intensity profile (Panel B of Fig. B3)  indicate the presence of 
veiling glare and  that  time point was excluded  from  the data analysis.   This effect  resulted when  the 
imaging plate was too far from the samples, producing radiation scatter.   
 
Figure B6. Schematics of the protocol used for determining the spatial resolution of the system.  (A) Radioluminographic image
of  [14C]autoradiography standard;  (B) closes circles =  raw  intensity profile of a  line drawn across Panel A, dotted  line = edge
spread function, solid line = line spread function). 
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Data Analysis   
Self‐absorption of β‐radiation by SC 
To simplify the data analysis, we assumed  lateral diffusion to be  isotropic  in the x, y plane and neglect 
transverse  diffusion  in  the  z‐axis.    Self‐absorption  measurements  (Fig.  B4)  were  performed  to 
understand  the  extent  of  solute  permeation  through  the  tissue  during  the  lateral  diffusion 
measurements using  the method outlined  in  the  text  (Chapters 4).   As shown  in Fig. B4, considerable 
penetration occurred during  the  lateral diffusion measurements.   A  three‐dimensional analysis of  the 
lateral diffusivity problem is warranted to account for concurrent transverse transport.   
Figure B7. Examples of the resolution checks performed for every exposure.  (A) Intensity profiles for aligned spatial distributions
indication of  identical  resolution;  (B)  intensity profiles  including one  time point  (exposure 1)  that must be omitted  from data
analysis due to glare. 
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Performance of the Method 
To evaluate the robustness of the method, statistics were performed to determine  if parameterization 
of time influenced the output D values.  The diffusional period in this method ranged four to eight days.  
While many of the D values were calculated from the input of concentration and time for at least three 
incubational periods, consistent D were measured when the time point entries were varied from two to 
five  in an  intra‐sample  comparison.    Inter‐dose variability  in D values  ranged  from 1‐46%.   The most 
consistent results were observed for caffeine, a stable permeant that is consistently used as a reference 
compound [92].   ZnPT, a coordination compound prone to speciation, exhibited the highest  inter‐dose 
variability when it was dosed from a 1% body wash solution.   
 
   
Figure  B8.  Self‐absorption  of  the  β‐radiation  that  occurred  for  the  data  set  in  Chapter  4  during  the  lateral  diffusion
measurements.  Dose levels refer to the mass coverages for each compound and are listed in Table 4.2 
143 
 
Appendix C: Finite Differencing Scheme to Calculate Lateral Diffusivity 
Solution to the problem of outward radial diffusion from a cylinder of radius a (Eqs. 4.4‐4.8) is based on 
the assumptions  that  the  stratum  corneum  is homogeneous and  isotropic and  transverse diffusion  is 
negligible.    For  the  case  in which  the  initial  concentration within  the  cylinder  is uniform  and  is  zero 
everywhere else an analytical solution may be found in Crank [169], i.e. 
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where I0 is the modified Bessel function of the first kind.  Solute flux is zero at the center of the cylinder 
(Eq. 5) allowing Eq. C1 to be expressed in a much simpler form at r = 0,  
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For all other radial distances, Eq. C1 must be solved numerically.   Utilization of a numerical solution to 
Eq. 4.4‐4.8 in lieu of Eq. C1 overcomes one of the major limitations that the analytical solution imposes 
by allowing  input of an arbitrary  initial dose distribution  rather  than assuming a uniform distribution 
with an abrupt boundary. 
We  used  a  flux‐conservative  finite  differencing method  that  implements  a  centered  difference 
approximation to the spatial variable (r) to yield a system of ordinary differential equations  in time (t).  
This method yields a closed system of ODEs wherein the  law of conservation of mass  is upheld  [212].  
The time evolution of the system was calculated by the Crank‐Nicolson algorithm as  in Ref. [160].   The 
membrane 0 < r < a was divided into n sublayers, as depicted in Fig. 4.2, each having a thickness h = a/n.  
The concentrations within each concentric section (i =1, n) were defined at the midpoint while the flux 
and diffusivities were defined at  the boundaries.   As mentioned  in Eq. 4.4 of  the  text, radial diffusion 
from a circularly symmetrical application site is described by the following equation: 
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The radius (r) for each of the sublayers was defined as 
  riri  2
12                        (C3). 
Since  integer  values  of  i  are  obtained  for  the  concentrations within  each  sublayer  and  half‐integers 
represent the boundaries between the sublayers, the diffusion coefficient is equivalent to 
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and the derivatives in Eq. 4.4 can be approximated by the following centered difference operators: 
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Substitution of Eqs. C3‐C6 into Eq. 4.4 yields 
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which describes the concentration profile for all of the sublayers within the disk ሺ1 ൑ ݅ ൏ ݊).   For the 
outermost sublayer (i = n), we assume ܥ௡ାଵ ൌ 0 leading to the Ci+1 term being dropped from Eq. 4.8 
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Alternative approaches for this boundary condition include implementing a sink condition at r = a by 
assuming nn CC 1 , yielding  
    12 113))(12(
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D
dt
dC         (C7) 
or imposing a no flux condition at r = a by assuming nn CC 1 to yield  
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For our analyses, the concentrations at the outer pixels were always close to zero so the choice of 
boundary conditions from among Eqs. 4.9/C7‐C8 did not influence the results.  We chose Eq. 4.9 and a 
constant diffusivity (Di = D, i = 1, n) for the present analyses.  The numerical solution (Eq. 4.8) was tested 
by verifying convergence of a simulation using dimensionless input parameters with the analytical 
solution at r = 0 (Eq. C2).       
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Appendix D: Approximations for Microscopic SC Model Permeability 
In  order  to  cast  perspective  on  the D  values  observed  in  this  study, we  developed  an  approximate 
representation of the microscopic model presented in Wang et al. [94, 95] that allowed an estimation of 
lateral transport rates (Fig. D1).  A discussion of the Wang et al. model and others can be found in Ref. 
[101] and the nomenclature below is consistent with that in Refs [101] and [113].   
Figure D2. Brick‐and‐mortar model of stratum corneum  [after  Johnson et al.  [113]].   The shaded areas represent corneocytes 
and the spaces in between are filled with lamellar lipids. (A) The conventional 2‐D model with a corneocyte offset ratio (=ds/dl); 
see [101] for more analysis of computational models based on this structure; (B) schematic of the model used in this report to 
approximate parallel permeability which assumes perfect alignment (=0). 
 
The transverse resistance for the perfectly aligned stratum corneum schematic shown in Panel (B) 
of Fig. D1 can be expressed as 
          ܴ ൌ ܰሺܴ೎೚ೝ೗೔೛ ൅ ܴ୪୧୮ሻ          (D1)  
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where  ܴ೎೚ೝ೗೔೛   is  the  transverse  resistance  of  one  corneocyte  layer  with  lipid  necks  and  ܴ୪୧୮  is  the 
transverse resistance of one lipid bilayer.  The effective value of D for the latter is ݇௧௥௔௡௦ߜ, i.e. 
          ܴ௟௜௣ ൌ ௚௞೟ೝೌ೙ೞఋ∗௄೗೔೛             (D2).  
Lipids  in  the necks have  the opposite orientation, hence  lateral diffusivity  (ܦ) applies.   Area  fractions 
are 
          ܣ୪୧୮ ൌ ௦ௗା௦             (D3) 
          ܣୡ୭୰ ൌ ௗௗା௦            (D4). 
 
The permeability of the corneocytes and lipid shunt is  
     ܲ೎೚ೝ೗೔೛ ൌ ܣୡ୭୰ ܲୡ୭୰ ൅ ܣ୪୧୮ܣ୪୧୮ ൌ ܣୡ୭୰
஽ౙ౥౨௄ౙ౥౨
௧ ൅ ܣ୪୧୮
ࡰ௄೗೔೛
௧      (D5) 
and its resistance is 
           ܴ೎೚ೝ೗೔೛ ൌ
ଵ
௉೎೚ೝ೗೔೛
            (D6). 
Total resistance (ܴ) is also related to the transverse permeability coefficient  
          ܲ ൌ ஽௄ೄ಴௛ೄ಴              (D7) 
where ܦ is the effective transverse diffusivity, ܭୗେ is the bulk SC‐water partition coefficient, and ݄ୗେ is 
the total SC thickness  
          ݄ୗେ ൌ ܰሺݐ ൅ ݃ሻ           (D8) 
thus,          
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  ܴ ൌ ௛౏ి஽௄౏ి ൌ
ேሺ௧ା௚ሻ
஽௄౏ి                          (D9). 
A similar analysis can be done for lateral resistance by considering N repeat units in the lateral direction 
          ܴ ൌ ܰሺܴ೎೚ೝ೗೔೛ ൅ ܴ୪୧୮ሻ           (D10) 
where ܴ೎೚ೝ೗೔೛  is the corneocyte/lipid resistance of “a” units and ܴ୪୧୮ is the lipid resistance of “b” units 
          ܴ୪୧୮ ൌ ௦௞೟ೝೌ೙ೞఋ∗௄೗೔೛           (D11). 
Area fractions for “a” units are 
          ܣ୪୧୮ ൌ ௚௧ା௚             (D12) 
          ܣୡ୭୰ ൌ ௧௧ା௚             (D13). 
Its permeability is 
      ܲ೎೚ೝ೗೔೛ ൌ ܣୡ୭୰
஽ౙ౥౨಼ౙ౥౨
ௗ ൅ ܣ୪୧୮
஽౪౨౗౤౩಼೗೔೛
ௗ          (D14) 
and its resistance is  
          ܴ೎೚ೝ೗೔೛ ൌ
ଵ
௉೎೚ೝ೗೔೛
             (D15). 
Total resistance (ܴ) for N repeating units is given in Eq. S16 as well as 
          ܴ ൌ ே	ሺௗା௦ሻ஽∗	௄ೄ಴              (D16). 
Anisotropy in the SC can be evaluated by considering the ratio of transverse to lateral resistance 
        ܴ ܴ⁄ ൌ ேሺ௧ା௚ሻ஽௄౏ి ∗
஽௄౏ి
ேሺௗା௦ሻ ൌ
௧ା௚
ௗା௦ ∗
஽
஽         (D17) 
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Therefore 
          ஽஽ ൌ
ௗା௦
௧ା௚ ∗
ோ
ோ              (D18). 
Detailed expressions for ܴ and ܴhave already been given.  To the extent that this approximate analysis 
may be trusted, the diffusivity ratio D/D is largely determined by the frequency with which a diffusing 
molecule crosses a lipid bilayer.  Since the corneocyte dimensions (d, t) are much greater than those of 
the lipids (s, g), Eq. D18 degenerates nearly to the corneocyte aspect ratio d/t.  In the Wang et al. model 
[94, 95], this ratio is 30 µm / 0.8 µm = 37.5.  This value is substantially lower than the values presented 
in the text of Chapters 4‐5 (250‐5600).    
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Appendix E: Tape‐Stripping Effects on Lateral Diffusivities in the SC  
In order to test the hypothesis presented in Chapter 4 that the upper, desquamating SC layers are more 
permeable  than  the  lower,  compact  SC  layers; we  conducted  a preliminary  tape‐stripping  study  that 
removed the upper SC  layers prior to performing the  lateral diffusivity measurements.     To accomplish 
this, one  inch  strips of Scotch® Magic™ Tape were equilibrated at ambient humidity  for one hour  for 
accurate gravimetric measurements.  Partially hydrated SC samples were placed on top of double sided 
Scotch® tape on a plastic microscope slide with the SC surface facing up.  Light pressure was applied to 
the entire SC surface to ensure adherence.   A 1.5 cm2 hole  in a piece of packing tape was centered on 
top of the SC surface and wrapped around the glass microscope slide substrate to provide a strong hold 
of the outer SC perimeter.  Subsequent to taring a tape‐strip, the tape‐strip was applied to the top of the 
exposed SC surface area.  A glass rod was rolled over the strip 10 times to stretch the skin and reach the 
areas within  furrows/wrinkles  [213].    The  tape‐strip was  peeled  off  and weighed.    This  process was 
repeated for a total of 5 times per SC sample.  The cumulative weight of SC removed was 0.66 ± 0.16 mg 
for each 1.5 cm²  surface area.   As  shown  in Fig. E1, as well as  in previous  studies  [213],  the  top  two 
A  B  C
D  E  F
Figure E4. Micrographs of corneocytes removed by tape‐stripping for SC layers removed by (A) tape‐strip one, (B) tape‐strip two, 
(B) tape‐strip three, (D) tape‐strip four, and (E) tape‐strip five compared to (F) a blank tape‐strip.  These micrographs were taken 
using polarized light and 20X magnification.  The scale bars in the bottom, right corners are for a 100 µm length. 
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tape‐strips  removed  corneocyte  aggregates  whereas  sheets  of  corneocytes  were  removed  from 
successive SC layers.  
As mentioned  in Chapter 4, removal of the upper SC  layers resulted  in a significant decrease (p < 
0.05)  in  the measured Dll  values  for  caffeine doses  compared  to undamaged  skin.   These  results  are 
shown  in Table E1 and Fig. E2.   To complete the data set, this experiment should be repeated for the 
other reference compound, testosterone. 
Table  E2.    Mass  coverage  and  effective  lateral  diffusion  coefficients  on  skin  (D)  for  caffeine  applied  to  tape‐stripped  or 
undamaged SC. 
Compound  Treatment  Weight of SC removed (mg)a 
Mass  Coverage 
(µg/cm²)b 
Average  D 
× 109(cm²/s)c 
Caffeine  Tape‐stripped SC  0.66 ± 0.16  14.4 ± 0.9  1.8  0.5 (8) 
  Undamaged SC  0  11.6 ± 1.6  2.3  0.3 (5) 
a Gravimetrically determined and is the cumulative amount for 5 tape‐strips (Mean ± SD). 
b Mean ± SD = mass (µg) by LSC/surface area (cm²) of the dose. 
c Mean ± SD (total # of replicates for 3 skin donors). 
 
Figure E5. Cumulative Dll values for the caffeine data presented in Table E1.
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Appendix F: Model Diffusivities of Pyrithione Species 
Molecular  transformations  of  ZnPT  would  modify  the  physicochemical  properties,  solubility,  and 
successive mass transport rates of the carbon‐14 labeled pyrithione species (Table F1).  It is likely that  
Table  F1. Physicochemical properties and model‐derived  [94,  95]  transverse diffusivities  of  the probable diffusing pyrithione 
species. 
these  transformations explain  the significant  treatment effects on percutaneous absorption  that were 
measured in this study.  While no experimental data is available regarding the speciation of ZnPT in body 
wash, solubility data using LCMS and ICP to detect pyrithione or zinc concentrations, respectively, can be 
compared for the other formulations.  These analyses revealed reductions in the pyrithione to zinc ratio 
when ZnPT was solubilized in castor oil (1.6:1) or the artificial sebum composition (0.43‐0.9:1) compared 
to  water  (2.2:1)  (E.D.  Smith  and  J.M.  Heinrich  personal  communication).    These  ratios  indicate  an 
increase in the concentration of solubilized pyrithione species containing zinc.  As discussed in Chapters 
3 and 5, the predominant pyrithione species that are present within the stable pH range in water are the 
1:1  ZnPT+ monomer  and  ionized  pyrithione,  each  accounting  for  approximately  40‐50%  of  the  total 
pyrithione concentration according  to  the stability constants measured by Silvio Sammartano’s Lab at 
the University  of Messina  (personal  communication).   We  surmise  that  coordinate  covalent  bonding 
between  the  1:1  ZnPT+ monomer  and  anions  in  the  formulation  or  on  the  skin  surface  is  probable.  
Molecular Species  MW  as 
b, 
Ǻ  Log Ko/w 
a  mp g,  
˚C 
Msat c, 
µg/cm² 
D (calc)d 
x 1012, cm2s‐1 
ZnPT2  317.7  5.1  0.97f  240  0.0011  1.1 
ZnPT+  192.6  2.7  ‐1.33g  78  130  0.56 
Pyrithione (HPT)e  127.2  2.7  ‐0.30g  25  100  5.1 
Dipyrithione (PT2)  252.3  4.0  0.60h  191  12  1.6 
ZnPT‐SLS  456.9  5.9  7.23g  262  0.0041  5.7 
ZnPT‐OA  473.0  6.4  8.43g  260  0.0011  3.6 
a Octanol/water partition coefficient   
b Estimated hydrodynamic radius (details provided in Chapter 4) 
c Equation 4.1  
d Ref [94, 95]   
e Predominant pyrithione tautomer [142] 
f Ref [31] 
g Ref [157] 
h Ref [185] 
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Theoretical  structures were  proposed  in  Chapter  5  for  the  complexation  of  the  1:1  ZnPT+ monomer 
species  to  the  anionic  sodium  lauryl  sulfate  surfactant  (ZnPT‐SLS)  present  in  the  body wash  or  the 
deprotonated oleic acid (ZnPT‐OA) in the artificial sebum composition.  Compared to the intact 1:2 ZnPT 
monomer,  these  ligand exchange products would enhance  the  solubility of  the  zinc  chelate and help 
explain  the  decreases  in  the  pyrithione  to  zinc  ratios.   When  oleic  acid was  removed  from  artificial 
sebum  composition,  the pyrithione  to  zinc  ratio was  increased  to 1.5:1  (E.D. Smith and  J.M. Heinrich 
personal  communication).  Furthermore,  a  significant  (p  <  0.001)  increase  was  measured  for  the 
solubility  of  [14C]ZnPT  in  the  artificial  sebum  comprised  of  oleic  acid  and  olive  oil  (95  ±  18  PPM) 
compared  to  olive  oil  only  (27  ±  1  PPM).    This  fluctuation  in  the  pyrithione  to  zinc  ratio  along with 
increased total solubility suggests that the oleic acid  is  involved  in the dissolution of the zinc complex, 
potentially through a ligand exchange mechanism.   
Simulations  using  the  Wang  et  al.  model  [94,  95]  illustrate  the  variability  in  the  predicted 
absorption  of  the  various  pyrithione  species  over  time  (Fig.  F1).    The  calculated  curves  that  are 
presented  in  Fig.  F1  are  for  doses  that  are  stoichiometrically  equivalent  to  13.8  µg/cm²  ZnPT,  the 
average amount deposited  in this study.   According to the model‐derived values [94, 95], only the free 
pyrithione, dipyrithione, and ZnPT+ complex  ion species have Msat values above the doses deposited  in 
this  study  to  enable  diffusion‐limited  permeation.    Conversely,  the  lower  permeation  and  higher  lag 
times  of  the  other  pyrithione  species  is  likely  attributable  to  dissolution  rate‐limited  permeation.  
Although  the high  lipophilicity of  the  ligand exchange products could potentially enhance partitioning 
into  the  SC barrier,  the  sizes of  these  complexes  are  larger  than  SC  lipid molecules  (MW  ~ 400 Da); 
therefore permeation kinetics would likely be limited by the lateral diffusivity of the lipids around which 
the  solutes are  intercalated  [106].   Comparison of  the  relatively  large ZnPT  ligand exchange products 
demonstrates the dependence of the aliphatic chain size and configuration on permeation.  The linear, 
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C‐12  chain  ZnPT  complex  (ZnPT‐SLS) was predicted  to penetrate  faster  and  to  a  greater  extent  than 
ZnPT2 and the branched, C‐18 chain ZnPT complex (ZnPT‐OA).   
The  results  of  these model‐derived  predictions  can  help  rationalize  the  formulation  and  sebum 
effects that were measured for ZnPT permeation in this study.  Similar to the oxidation potential of olive 
oil during prolonged exposure to air [193], reactive oxygen species could be generated in the castor oil 
or  artificial  sebum  films  that  are  capable  of  oxidizing  ZnPT  or  free  pyrithione  into  dipyrithione.  
Comparable  oxidative  mechanisms  would  be  available  in  vivo  during  the  lipid  peroxidation  of 
endogenous sebum [194‐198, 214] or the during the extracellular hyaluronidase activity from P. acnes 
[199].  The significant dose dependencies that were observed in sebum or castor oil suggest dissociation 
and/or oxidation of  the ZnPT  chelate  into  free pyrithione or dipyrithione,  respectively, both of which 
have smaller size and higher Msat values  (Table 5.3/F1),  thereby  increasing  the diffusion  rate.   Despite 
previous indications that ligand exchange of ZnPT with free fatty acids is improbable [62]; it seems likely 
that  ZnPT‐SLS  and  ZnPT‐OA  would  form  in  solution  or  on  sebum  supplemented  skin,  respectively.  
Figure F1 Simulated percutaneous absorption of  the various pyrithione  species as a  function of  time  for a 13.8 µg/cm² ZnPT
dose.  Absorption values between 1‐8% are bracketed to display the percent absorption measured in this study after 72 hours of
dermal exposures to the various treatments. 
155 
 
However, the degree of speciation would  likely be higher for the  low ZnPT doses used  in Chapters 4‐5 
compared to the suspensions in Chapter 6 according to the speciation diagrams in water (Figs. 3.7‐3.8).  
Therefore,  formation of  the ZnPT‐SLS and ZnPT‐OA complexes cannot explain  the observed  treatment 
effects in Chapter 6.   
 
